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1 Einleitung 
1.1 Der Knochen 
1.1.1 Zusammensetzung und Funktion des Knochens 
Der Knochen ist aufgrund seiner Funktion als hochdifferenziertes Stützgerüst 
des Körpers und Bestandteil des Bewegungsapparates sowie als Stoffwechseldepot für 
den Organismus von grundlegender Bedeutung. Das Knochengewebe besteht aus einem 
zellulären Anteil (15 %), einer organischen Knochenmatrix (40 %) und einer mineralischen 
Phase (45 %). 
Die zellulären Knochenbestandteile setzen sich aus osteogenen und hämato-
poetischen (blutbildenden) Zellen des Knochenmarks zusammen. Die osteogenen Zellen 
befinden sich überwiegend an der Knochenoberfläche, die hämatopoetischen Zellen füllen 
die Markhöhlen des Knochens aus. Zu den osteogenen Zellen des Knochens gehören die 
Lining-Zellen, die Osteoblasten, die Osteozyten und die Osteoklasten (siehe Abbildung 
1-1). Die Lining-Zellen sind ruhende Osteoblasten, befinden sich ausschließlich auf der 
Knochenoberfläche und können durch osteogene Agenzien aktiviert werden. Die Osteo-
blasten sind kleine, einkernige Zellen, die für die Synthese der organischen Knochen-
matrix verantwortlich sind und die Mineralisation des Knochens steuern. Die Osteozyten 
sind ebenfalls kleine Zellen, die in den Lakunen der mineralisierten Knochenmatrix einge-
bettet sind. Sie sind als Synzytium von gap-junction-gekoppelten Zellen organisiert und 
bilden ein umfangreiches intra- und extrazelluläres Kommunikationssystem innerhalb des 
Knochens und der Knochenoberfläche. Die Osteoklasten entstammen der Monozyten-
Makrophagen-Linie und sind mehrkernige Riesenzellen (Takahashi et al., 2002). Sie 
bewirken den Knochenabbau und die Demineralisation des Knochens durch Mobilisierung 
von Kalzium und Phosphat sowie den Abbau der organischen Knochenmatrix. 
Die organische Knochenmatrix besteht zu etwa 90 % aus Kollagen Typ I 
(Vuorio und de Crombrugghe, 1990; Termine und Robey, 1996). Die restlichen 10 % 
setzen sich aus Proteoglykanen wie Chondroitinsulfat und Keratansulfat, anderen nicht 
kollagenen Proteinen, Lipiden sowie Zitrat zusammen. Die wichtigsten nicht kollagenen 
Proteine sind Osteokalzin, Osteonektin und Sialoprotein. Sie sind für den Metabolismus 
des Knochengewebes und die Mineralisation der Matrix von großer Bedeutung. 
Die mineralische Phase besteht überwiegend aus Kalzium und Phosphat in 
Form von Hydroxylapatit [Ca10(PO4)6(OH)2]. In der anorganischen Knochenmatrix sind 
99 % des Kalziums und 75 % des Phosphates des gesamten Körpers enthalten, so dass 
der Knochen als wichtiger Speicher anorganischer Ionen der Phosphat- und 
Kalziumhomöostase dient. 
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1.1.2 Knochenbildung und Mineralisierung 
Die Bildung von neuem Knochengewebe (Ossifikation) beginnt mit dem Ein-
wandern von Osteoblasten-Vorläuferzellen aus dem Knochenmark zur Knochenober-
fläche, wo sie zunächst als inaktive Lining-Zellen vorliegen und schließlich zu Osteo-
blasten differenzieren. Die Osteoblasten synthetisieren die Proteine der extrazellulären, 
organischen Knochenmatrix (Lai et al., 2001) und sind außerdem in der Lage Kalzium- 
und Phosphationen zu akkumulieren. Als Initial dafür wird zunächst amorphes CaHPO4 
gebildet, das sich später in kristallines Hydroxylapatit umwandelt. Bei der Akkumulierung 
sind die Matrixvesikel, die durch Abschnürung aus Osteoblasten, Chondroblasten oder 
Osteozyten entstehen, von großer Bedeutung (Hohling et al., 1978). Die Matrixvesikel 
sind reich an Kalzium-Phosphat-Lipid-Komplexen und enthalten unter anderem alkalische 
Phosphatase (ALP), basische Proteine, Pyrophosphate und ATPase. 
Die Phosphatakkumulation in den Vesikeln ist das Ergebnis der enzymatischen 
Hydrolyse des Pyrophosphats und organischer Phosphatverbindungen. Ein Teil dieser 
Enzymreaktionen findet jedoch auch extravesikulär statt. Das angereicherte Phosphat fällt 
schließlich mit dem an die anionischen Gruppen der Phospholipide gebundenem Kalzium 
als Kalziumphosphat aus und geht in Hydroxylapatit über. Beim Wachstum der 
Apatitkristalle werden die Vesikel zerstört und das Apatit kommt mit den extrazellulären 
Phosphat- und Kalziumionen in Berührung, was ein Fortschreiten der Mineralisierung zur 
Folge hat. 
Mit zunehmendem Knochenwachstum werden die Osteoblasten in den minerali-
sierten Knochen vollständig eingeschlossen und ca. 20 % der Zellen entwickeln sich zu 
ihrem endgültigen Differenzierungsstadium, den Osteozyten (Aubin et al., 1995). 
 
1.1.3 Knochenabbau und -remodellierung 
Die ständigen Auf- und Abbauvorgänge des Knochens (Knochenremodel-
lierung) sind natürliche physiologische Prozesse. Die für die Knochenresorption verant-
wortlichen Zellen sind die Osteoklasten. Sie besitzen an ihrer stoffwechselaktiven Unter-
seite eine spezialisierte Zellmembran, den Bürstensaum, der eine große Kontaktfläche zur 
Knochenoberfläche gewährleistet und sie produzieren während ihrer resorptiven Aktivität 
so genannte Resorptionslakunen. Der Abbauprozess der organischen Knochenmatrix 
wird durch die Freisetzung von lysosomalen Proteinen wie Kathepsin und Tartrat 
resistenter saurer Phosphatase (TRAP) aus Osteoklasten in den Raum zwischen Bürsten-
saum und Knochenoberfläche bewirkt. H+-Ionen werden in Osteoklasten durch das 
Enzym Carboanhydrase Typ II gebildet und mittels einer Protonenpumpe über den 
Bürstensaum aus der Zelle transportiert (Blair et al., 1989). Das hat eine Absenkung des 
pH-Wertes zur Folge und ist Voraussetzung für die proteolytische Aktivität der lysoso-
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malen Proteine. Die Aktivität von Kollagenasen und weiteren Enzymen ist an den 
Resorptionszonen stark erhöht und unterstützt damit den Abbau der Matrixbestandteile. 
Bei der hormonellen Regulation der Remodellierung des Knochens wirken das 
Nebenschilddrüsenhormon Parathyrin (PTH) und Kortisol stimulierend auf den Knochen-
abbau und damit die Freisetzung von Kalzium aus dem Knochengewebe, während der 
Knochenaufbau durch Vitamin D3 und das Schilddrüsenhormon Calcitonin gefördert wird. 
 
Abbildung 1-1 Die Knochenremodellierung ist ein nat ürlicher physiologischer Prozess 
Details siehe Text (nach Löffler und Petrides, 1997). 
 
Erste Hinweise darauf, dass Osteoblasten an der Differenzierung von Osteo-
klasten beteiligt sind, lieferte folgendes Experiment. Nach Stimulation einer Maus-Kokultur 
von Osteoblasten und hämatopoetischen Zellen mit Knochenresorptionsfaktoren wie z.B. 
Vitamin D3, PTH, Prostaglandin E2 (PGE2) und Interleukin 11 (IL-11) wurden mehr-
kernige Zellen gebildet, die eine überwiegende Charakteristik der Osteoklasten (u.a. 
TRAP) aufwiesen (Chambers et al., 1993; Suda et al., 1992; Takahashi et al., 1988). 1998 
wurde der receptor-activator of nuclear factor κB ligand (RANKL), ein weiterer Faktor für 
die Osteoklastogenese, entdeckt. RANKL wird entweder als membranassoziiertes oder 
lösliches Protein in Osteoblasten exprimiert. Osteoklastenvorläuferzellen, die das RANK, 
ein Mitglied der TNF-Rezeptor-Familie, exprimieren, erkennen das RANKL durch Zell-Zell-
Interaktion und differenzieren daraufhin in Gegenwart von macrophage colony-stimulating 
factor (M-CSF) zu reifen Osteoklasten. 
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Die Osteoklasten bilden ihrerseits Faktoren, die verstärkt die Osteoblasten-
differenzierung stimulieren. Diese wird durch autokrin wirkende Wachstumsfaktoren, wie 
z. B. Transforming growth factor-β (TGF-β) verstärkt. In einem gesunden Organismus 
besteht zwischen Knochenaufbau und –abbau ein Gleichgewicht. 
 
1.2 Differenzierung von Osteoblasten 
Osteoblasten sind Zellen mesenchymalen Ursprungs (Aubin und Liu, 1996). 
Adulte, humane mesenchymale Stammzellen (hMSCs) aus dem Knochenmark sind 
primäre, multipotente Zellen, die bei Stimulation unter bestimmten Bedingungen befähigt 
sind, zu Osteozyten, Chondrozyten oder Adipozyten zu differenzieren (Bruder et al., 1994; 
Mackay et al., 1998; Pittenger et al., 1999). Werden diese Zellen in Gegenwart von 
Dexamethason, Ascorbinsäure und β-Glycerophosphat kultiviert, differenzieren die 
hMSCs zu einer osteogenen Zelllinie. Diese ist in der Lage, knochenähnliche Strukturen 
mit einer mineralisierenden extrazellulären Matrix, die Hydroxylapatit enthält, zu 
produzieren (Jaiswal et al., 1997). 
 
Abbildung 1-2 Entwicklungsphasen von Osteoblasten in vitro 
(nach Owen et al., 1990) 
 
Die Differenzierung eines Osteoblastenvorläufers von einer Stammzelle zu 
einem voll funktionstüchtigen, Matrix produzierenden Osteoblasten kann in drei Stadien 
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eingeteilt werden (Aubin und Triffitt, 2002). Die erste Phase ist die Proliferation, die zweite 
umfasst die Synthese einer extrazellulären Matrix und Differenzierung zu reifen Osteo-
blasten und die dritte ist die Mineralisation (Abbildung 1-2). Die Differenzierung der Osteo-
blasten geht mit einem charakteristischen Wechsel des Expressionsmusters von Osteo-
blasten typischen Genen wie z. B. die Gene für Kollagen Typ I, ALP, Osteopontin, 
Osteonektin, Bone Sialoprotein und PTH1R während jedes Stadiums einher. Kollagen 
Typ I wird bereits sehr früh, noch während der Proliferation synthetisiert. Die Genexpres-
sion und Enzymaktivität der ALP werden zunächst erhöht und noch während der 
Mineralisierung wieder reduziert. Osteopontin erreicht während der Proliferation zweimal 
einen Höhepunkt in der Expression und einen weiteren in einer späteren Phase. Bone 
Sialoprotein wird bereits sehr früh transient exprimiert und in der Differenzierungsphase 
der Osteoblasten bei der Bildung von neuem Knochen hoch reguliert. Osteokalzin wird 
begleitend zur Mineralisation exprimiert, wird also nur in postproliferativen Osteoblasten 
hoch reguliert (Aubin, 1998). Noch ehe die Vorläufer ihre proliferative Phase 
abgeschlossen haben, hat bereits die Differenzierung der Zellen eingesetzt. 
Osteoblasten durchleben in in vitro Kulturen keine phänotypische Veränderung 
während der Differenzierung. Der einzige Unterschied liegt außerhalb der Zellen, in der 
Produktion einer nachträglich mineralisierenden Matrix (Ducy, 2000). Osteoblasten 
weisen ein sehr eng gefasstes spezifisches genetisches Programm auf, was ihre Identifi-
zierung zusätzlich erschwert. Die meisten Proteine, die in Osteoblasten synthetisiert 
werden, kommen auch in anderen Zellen wie Fibroblasten oder Chondrozyten vor. 
Einziger Unterschied ist das Protein Osteokalzin, welches nur in vollständig differenzierten 
Osteoblasten synthetisiert wird und deren Funktion reguliert (Hauschka et al., 1989; 
Desbois et al., 1994; Ducy et al., 1996). 
 
1.3 Zell- und pathophysiologische Bedeutung von 
Wachstumsfaktoren 
1.3.1 Wirkung von Transforming Groth Factor -β auf die Proliferation, 
Differenzierung und Bildung einer extrazellulären M atrix 
In Säugerzellen gibt es vier TGF-β Isoformen, TGF-β1, TGF-β2, TGF-β3 und 
TGF-β5. Sie zeigen ähnliche biologische Effekte, aber unterschiedliche regionale und 
temporale Expressionsmuster (Centrella et al., 1994). TGF-β ist ein ca. 25 kDa großes 
potentes multifunktionales Zytokin und wird in nahezu allen Zelltypen synthetisiert, 
Knochen und Knorpel jedoch sind besonders reich an diesem Protein (Bonewald und 
Mundy, 1990; Seyedin et al., 1986). Es besitzt pleiotrope Effekte und spielt bei Embryo-
genese, Morphogenese, Hämatopoese, Proliferation, Wundheilung und bei der Entwick-
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lung von Organfibrosen eine wichtige Rolle (Roberts et al., 1988). TGF-β ist an verschie-
denen Zellantworten beteiligt. So wirkt es inhibierend auf die Adipogenese und Myoge-
nese, aber stimulierend auf die Chondrogenese und Osteogenese (Massagué, 1990). Es 
ist an der Regulation der Proliferation verschiedener Zelltypen beteiligt und stellt für die 
meisten Zellen einen starken Proliferationsinhibitor dar. TGF-β beeinflusst auch die 
Differenzierung von Zellen. Welche Wirkung TGF-β im Einzelnen entfaltet, ist sowohl vom 
Zelltyp als auch vom Differenzierungsstatus der Zellen abhängig. In der multipotenten 
mesenchymalen Mauszelllinie C3H10T1/2 kann TGF-β bei einer in vitro Kultur mit sehr 
hoher Zelldichte eine frühe Chondrogenese induzieren. Als Antwort auf die Stimulation mit 
TGF-β beginnen die Zellen, Kollagen Typ I zu synthetisieren. Die Zellen aber erlangen ob 
des frühen Einsetzens der Kollagensynthese nicht die typische Chondrozyten-
morphologie, die Anwesenheit von so genanntem kondensiertem "Vorknorpel-
mesenchym" bleibt jedoch erhalten. Das ist ein eindeutiges Zeichen dafür, dass weitere 
Faktoren benötigt werden (Denker et al., 1995). Bei Ratten-Calvaria-Osteoblasten (RCA), 
die auf Matrigel kultiviert werden, begünstigt TGF-β ebenfalls die Chondrogenese (Basic 
et al., 1996). TGF-β blockiert aber auch den Umbau der reifen Chondrozyten zu hyper-
trophen Zellen (Kato et al., 1988; Ballock et al., 1993). In humanen Knochenmarks-
stromazellen (HBMS) stimuliert TGF-β die Zellproliferation und führt zu einem Anstieg der 
Synthese von Kollagen Typ I. Gleichzeitig wirkt das Zytokin inhibierend auf die Aktivität 
der alkalischen Phosphatase (Fromigué et al., 1998). TGF-β ist weiterhin ein wirksamer 
Stimulator der extrazellulären Matrixbildung. So wird die Synthese der Matrixproteine 
Fibronektin, Osteonektin, Osteopontin, diverser Integrine, Proteoglykane, Decorin, 
Progelatinase, TGF-β selbst und LTBP (latentes TGF-β-bindendes Protein) und deren 
Rezeptoren hoch reguliert. Gleichzeitig inhibiert TGF-β den Abbau der Matrix durch 
erhöhte Expression von Proteinaseinhibitoren und einer verringerten Expression von 
Proteasen, wie z. B. tissue-inhibitor of Metalloproteinasen (TIMP) (Roberts et al., 1988). 
 
1.3.2 Wirkung von Bone Morphogenetic Protein  auf die Osteogenese 
Die Idee, dass die außergewöhnliche regenerative Kapazität des Knochens in 
ihm selbst zu finden ist, entstammt der Pionierarbeit von Urist (1965). Er beschrieb die 
Isolierung von knocheninduktiven Extrakten aus adulten Knochen und demonstrierte ihre 
Fähigkeit, endochondrale Knochenneubildung an ektopischen Stellen in Nagern zu indu-
zieren. Urist nannte diesen Extrakt bone morphogenetic protein (BMP). Mit Ausnahme 
von BMP-1, einer Metalloproteinase, gehören alle BMPs zu der großen, multigenen TGF-
β-Superfamilie und bilden innerhalb dieser die größte Gruppe. Mittlerweile wurden mehr 
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als ein Dutzend Moleküle der BMP-Familie identifiziert. Diese können in verschiedene 
Untergruppen basierend auf Ähnlichkeiten in Struktur und Funktion eingeteilt werden: 
 BMP-2 und BMP-4 sind hoch homolog und bilden die BMP-2/4-Gruppe 
 BMP-5, BMP-6, BMP-7 (osteogenic protein1, OP1) und BMP-8 (OP2) 
bilden die OP-1-Gruppe 
 Growth differentiation factor5 (GDF5 oder cartilage-derived morphogenetic 
protein1, CDMP-1), GDF6 (CDMP2 oder BMP13) und GDF7 (BMP12) 
gehören der GDF5-Gruppe an (Kawabata und Miyazono, 2000). 
Die Mitglieder der BMP-Familie zeigen ein einheitliches Muster von 7 konser-
vierten Cystein-Resten im reifen, C-terminalen Abschnitt des Proteins. Reife BMPs 
werden als lange Präkursormoleküle synthetisiert, die vor der Sekretion in etwa 30 kDa 
große Dimere prozessiert werden. BMPs kommen ubiquitär im gesamten Tierreich vor 
und sind stark konserviert. Die Mitglieder der BMP-Familie sind an verschiedenen zellu-
lären Prozessen beteiligt. Während der Wundheilung konnte ein zeitlicher Unterschied im 
Erscheinen einzelner BMPs beobachtet werden (Bostrom et al., 1995; Yu et al., 2002). 
Weiterhin spielen BMPs bei der dorsal-ventralen Musterung des frühen mesodermalen 
Endoderms und bei der Spezifizierung der Epidermis sowohl in Drosophila als auch in 
Vertebraten eine wichtige Rolle. In Xenopus zentralisieren BMP-2, BMP-4 und BMP-7 das 
frühe Mesoderm und agieren als negative Regulatoren der Neuralisation (Harland 1994; 
Hemmati-Brivanlou und Melton 1997). Außerdem spielen BMPs eine wichtige Rolle bei 
der Extremitätenentwicklung, Generierung der ursprünglichen Geschlechtszellen, Zahn-
entwicklung und Regulation der Apoptose (Hogan 1996). Die Rolle der BMPs bei der 
Bildung des embryonalen Skeletts wurde mit diversen knock out Mäusen untersucht. 
BMP-2 und BMP-4 Nullmäuse starben bereits während der frühen Embryonalentwicklung, 
bevor es überhaupt zur Extremitätenbildung kam (Winnier et al., 1995; Zhang und 
Bradley, 1996). BMP-7 Nullmäuse überlebten bis zur Geburt und zeigten nur schwache 
Abnormalitäten im Extremitätenskelett (Dudley et al., 1995; Luo et al., 1995). Die BMP-6 
Nullmäuse wiesen bei der Geburt ein normales Skelett auf, was ein Hinweis darauf ist, 
dass BMP-6 nicht für die endochondrale Ossifikation benötigt wird (Solloway et al., 1998). 
Im axialen Skelett scheint BMP-5 eine zentrale Rolle bei der Bildung von Knorpel-
strukturen des äußeren Ohrs, des Sternums und der Rippen zu spielen. Mäuse ohne das 
funktionelle BMP-5 zeigen den so genannten short ear-Phänotyp, mit charakteristischen 
Defekten in jeder dieser Strukturen (King et al., 1994). BMP-3 ist das am meisten in der 
Knochenmatrix vorkommende BMP. Der Verlust des Proteins während der Embryonal-
entwicklung beeinflusst die Skelettbildung nicht. Adulte BMP-3 Nullmäuse zeigen eine 
verringerte Knochendichte (Daluiski et al., 2001). Die osteogene Fähigkeit vieler BMPs 
wurde durch rekombinante BMPs in Ratten durch Bestimmung der de novo Osteo-
Einleitung 
8 
induktion unter stringenten Kriterien untersucht. Dabei konnten BMP-2, BMP-4, BMP-7 
und BMP-9 als hochpotente knocheninduktive Moleküle identifiziert werden (Gitelman et 
al., 1994; Wozney et al., 1988). Dabei muss die Verfügbarkeit der Moleküle streng kontrol-
liert werden, weshalb BMPs typischerweise mit einer Matrix oder einem Carrier appliziert 
werden. Durch ihre osteoinduktiven Eigenschaften können BMPs als physiologische 
Mediatoren bei der Frakturheilung dienen. In Tierversuchen mit Ratten, Ziegen und 
Hunden konnte die Fähigkeit von BMP-2 und BMP-7, die Frakturheilung mit und ohne 
Carrier zu beschleunigen, demonstriert werden (Bouxsein et al., 1999; Welch et al., 1998). 
 
1.4 Molekulare Mechanismen der Signaltransduktion v on 
Transforming Growth Factor -β und Bone Morphogenetic 
Protein  
1.4.1 Rezeptoren 
Nahezu alle Zelltypen besitzen Rezeptoren, die spezifisch TGF-β binden 
(Heldin et al., 1997; Hu et al., 1998). Mit Hilfe von Cross-linking-Techniken konnten die 
Rezeptoren als Typ I, Typ II und Typ III durch Bandenmigration in SDS-PAGEs 
identifiziert werden (Cheifetz et al., 1986; Segarini et al., 1987; Wakefield et al., 1987). Die 
Analyse der einzelnen Rezeptoren ergab für den Typ I Rezeptor (TβRI) einer molekularen 
Masse von ca. 65 bis 70 kDa, für den Typ II Rezeptor (TβRII) von etwa 85 bis 100 kDa 
und der Typ III Rezeptor migrierte als diffuse Bande bis etwa 200 kDa. Der Typ I und 
Typ II Rezeptor ist für die Transduktion des intrazellulären Signals nach Bindung des 
TGF-β verantwortlich, während der Typ III Rezeptor nicht direkt an der TGF-β Signal-
weitergabe beteiligt ist (Wang et al., 1991). Der Typ III Rezeptor ist ein integrales 
Membranprotein mit einer kurzen intrazellulären Domäne, das durch Glykosaminoglykan-
Gruppen stark modifiziert wird, was einen möglichen Grund für das diffuse Laufverhalten 
im SDS-Gel darstellt. Allein die unglykosylierte Form des Rezeptors ist in der Lage, 
Liganden zu binden, wobei er zu allen drei TGF-β-Isoformen eine gleich hohe Affinität 
besitzt (Lopez-Casillas et al., 1993; Massagué 1998). Seine Funktion liegt in der 
Anreicherung der TGF-β-Liganden aus dem extrazellulären Raum und der Präsentation 
dieser Liganden an den TGF-β-Rezeptor Typ II (Lopez-Casillas et al., 1993; Massagué et 
al., 1990). Durch Proteolyse kann der Typ III Rezeptor von der Membran abgekoppelt 
werden. In löslicher Form ist er ebenfalls in der Lage, TGF-β zu binden, was jedoch eine 
Inhibierung der Signalweitergabe zur Folge hat (Lopez-Casillas et al., 1994). Der Typ I 
und Typ II Rezeptor wurden als transmembranständige Ser/Thr-Kinasen identifiziert. 
Beide Rezeptoren besitzen eine kurze extrazelluläre Domäne mit einer langen 
zytoplasmatischen Region, die hauptsächlich aus einer Kinasedomäne besteht. Der Typ I 
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Rezeptor besitzt außerdem ein konserviertes SGSGSGLP-Motiv zwischen der 
Transmembran- und der Kinasedomäne. Er kann sowohl als Homodimer als auch als 
Heterodimer agieren. Der Typ I Rezeptor besitzt eine 100-fach höhere Affinität zu TGF-β1 
und TGF-β3 als zu TGF-β2 (Lin et al., 1992). Dagegen besitzt der Typ II Rezeptor eine 
höhere Bindungsaffinität zu TGF-β2 als zu TGF-β1 oder TGF-β3 (Cheifetz et al., 1992). 
TGF-β wird als 390 Aminosäuren (AS) großes Protein (Prä-Pro-TGF-β1) 
synthetisiert und besteht aus drei Domänen, dem Signalpeptid (SP), dem latent 
assoziierten Peptid (LAP) und dem eigentlichen reifen TGF-β-Peptid. Bevor es sekretiert 
wird, durchläuft es Prozessierungsschritte, bei denen das Signalpeptid und LAP 
abgespalten werden. Das reife TGF-β-Peptid bleibt jedoch nicht kovalent mit seinem LAP 
verbunden (Gentry et al., 1988). Das LAP vermittelt dem reifen TGF-β-Peptid Latenz und 
schirmt es vor einer Interaktion mit dem TGF-β-Rezeptor ab. Der Komplex aus reifem 
Peptid und LAP (kleiner latenter Komplex, SLC) assoziiert mit dem latenten TGF-β 
bindenden Protein (LTBP) und bildet den großen latenten Komplex (LLC). Das LTBP ist 
für die Latenz des TGF-β an sich überflüssig (Gentry et al., 1987), wird aber für die 
korrekte Faltung des Proteins und die Sekretion benötigt (Miyazono et al., 1991), genauso 
wie für die Speicherung des LLC durch Interaktion mit der extrazellulären Matrix (Nunes et 
al., 1997). Die Aktivierung des TGF-β beginnt mit der Freisetzung des LLC aus der 
extrazellulären Matrix und Verkürzung des LTBP durch Proteasen (Taipale et al., 1992; 
Taipale et al., 1995). Der verkürzte LLC und der SLC können drei unterschiedliche 
Aktivierungsmechanismen durchlaufen: erstens durch die Degradation des LAP durch 
Proteasen, zweitens durch die Induktion einer Konformationsänderung des LAP, vermittelt 
durch Interaktion mit z. B. Integrinen, oder drittens durch das Aufbrechen der nicht 
kovalenten Bindung zwischen LAP und dem reifen TGF-β1 (Annes et al, 2003). 
In Abwesenheit eines Liganden liegen TβRI und TβRII als Homodimere vor. 
Wird das reife TGF-β vom Typ III Rezeptor gebunden und TβRII präsentiert, kommt es 
nach der Bindung des Liganden an TβRII zur Rekrutierung des TβRI und zur Ausbildung 
eines TβRII/TβRI-Komplexes. Diese Liganden induzierte Multimerisierung des Rezeptor-
komplexes wird gefolgt von einer Transphosphorylierung des TβRI durch die konstitutiv 
phosphorylierte TβRII Kinase, wodurch TβRI aktiviert wird (Massagué, 1998). Diese 
Transphosphorylierung ist der erste Schritt der intrazellulären Signalweitergabe. 
Alle drei Rezeptortypen werden in Osteoblasten exprimiert. Das Profil der Ober-
flächenrezeptoren für TGF-β unterscheidet sich jedoch in den verschiedenen Osteo-
blasten-Zelllinien (Centrella et al., 1995) und kann durch osteotropische Faktoren 
modifiziert werden (Segarini et al., 1989). Außerdem scheint die Entwicklungsphase der 
Osteoblasten Einfluss auf das Verhältnis der einzelnen Rezeptortypen zu nehmen. So ist 
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während der Differenzierungsphase die Expression des TβRI stark erhöht, während TβRII 
und TβRIII kaum oder gar nicht exprimiert werden (Centrella et al., 1995). 
 
Mitglieder der BMP-Familie initiieren ihre zellulären Effekte durch Bindung 
entweder an die transmembranen Ser/Thr-Kinasen (Typ I und Typ II Rezeptor) oder an 
die BMP-Typ I oder BMP-Typ II Rezeptoren (Abbildung 1-3). 
Bis heute wurden 7 BMP-Typ I Rezeptoren in Säugern identifiziert. Sie erhielten 
die Namen Activin receptor-like kinase ALK1 bis ALK7 und wurden in drei Untergruppen 
gegliedert: 
 BMPR-I-Gruppe 
 ALK1-Gruppe und 
 TβR-I-Gruppe (Kawabata und Miyazono, 2000). 
BMP-2/BMP-4 Gruppe     BMPR-I Gruppe        
          
BMP-2 BMP-4 
         
GDF-5 Gruppe    
BMPR-IA 
      
 
       GDF-5 GDF-6 GDF-7 
   
BMPR-IB 
  
Smad1 
Smad5 
 
Smad4 
 
Signal 
OP-1 Gruppe    ALK-1 Gruppe       
   ALK-1   
Smad8 
    BMP-5   BMP-6 
BMP-7   BMP-8  
BMPR-II 
ActR-IIA 
ActR-IIB 
  ALK-2        
             
Liganden  
Typ II 
Rezeptoren 
  
Typ I 
Rezeptoren 
  
R-
Smads 
 
Co-
Smads 
  
Abbildung 1-3 Beziehung zwischen BMPs, Typ II und T yp I Rezeptoren und Smad-Proteinen 
in der Signaltransduktion 
Innerhalb der Alk-1-Gruppe agiert nur Alk-2 als Rezeptor für die BMPs der OP-1 Gruppe. Ähnlich funktioniert 
BMPR-IB, aber nicht BMPR-IA vorzugsweise als Typ I Rezeptor für GDF-5. Die BMP-R-Smads Smad1 und 
Smad5 werden durch Alk-2 aktiviert, während alle drei BMP-R-Smads durch BMPR-IA und BMPR-IB aktiviert 
werden können (Miyazono et al., 2002). 
 
Der BMPR-I-Gruppe gehören ALK3 und ALK6 an. Sie sind sehr ähnlich und 
werden als BMP-Typ IA und BMP-Typ IB Rezeptor bezeichnet. Die Kinasedomäne der 
beiden Rezeptoren hat eine 85 %ige AS-Sequenzhomologie. Funktionelle Unterschiede 
zwischen den intrazellulären Domänen der beiden Proteine wurden bisher nicht 
untersucht. Mitglieder der ALK-1-Gruppe sind ALK1 und ALK2. Sie sind strukturell 
homolog und entfernt mit anderen Typ I Rezeptoren verwandt. Trotz der geringen 
Ähnlichkeit zwischen den Rezeptoren der ALK-1-Gruppe und der BMPR-I-Gruppe trans-
duzieren sie ähnliche intrazelluläre Signale. Zur TβR-I-Gruppe zählen die Proteine ALK4, 
ALK5 und ALK7, die ebenfalls strukturell sehr ähnlich sind. ALK4 und ALK5 agieren 
sowohl als TGF-β als auch als Aktivin Typ I Rezeptor (TβR-I und Act-RIB). 
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Die drei Rezeptoren BMPR-II, ActR-IIA und ActR-IIB dienen als BMP-Typ II 
Rezeptoren. BMPR-II ist spezifisch für BMPs, während ActR-IIA und ActR-IIB sowohl 
Aktivine als auch BMPs erkennen. Diese Rezeptortypen binden die meisten BMPs. Für 
BMPR-II wurden zwei alternative Spleißformen identifiziert (Rosenzweig et al., 1995; Liu 
et al., 1995). Die lange Form besteht aus 1038 AS und enthält den langen Serin- und 
Threonin-reichen C-terminalen Schwanz. Der kurzen Form fehlt der lange C-terminale 
Schwanz und die Expression ist in den meisten Geweben sehr gering. 
 
1.4.2 Intrazelluläre Substrate 
Extrazelluläre Signal-regulierte Kinasen (ERK), Mitglieder der Superfamilie der 
mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK), spielen in der Zellproliferation und Differen-
zierung eine wichtige Rolle. Die beiden Hauptvertreter dieser Gruppe sind Erk1, ein 
44 kDa großes Protein (p44 MAPK) und Erk2, ein 42 kDa großes Protein (p42 MAPK). 
Die beiden Kinasen sind zu 85 % identisch. Sie besitzen zwei Phosphorylierungs-
akzeptorstellen mit einem TEY-Motiv (Tyr, Gln, Thr) und kommen ubiquitär vor (Pearson 
et al., 2001). In Osteoblasten wird hauptsächlich Erk2 exprimiert (Chaudhary und Avioli, 
1997). 
Durch die Adhäsion von Zellen auf einer mit Knochenmatrixproteinen wie 
Kollagen Typ I, Fibronektin, Osteopontin und Vitronektin angereicherten Matrix, wird u. a. 
die Aktivität der ER Kinase stimuliert (Lai et al., 2001). Experimente mit humanen osteo-
blastischen Zelllinien, die ein dominant negatives Erk1 Protein exprimierten, zeigten 
dramatische Effekte. Die DNA-Synthese war auf 86 % des Basallevels gesunken, was auf 
eine verminderte Proliferation schließen lässt. Die Aktivität der alkalischen Phosphatase 
(ALP) war auf 37 % reduziert. Auch die Expression der Matrixproteine Kollagen Typ I, 
Osteopontin und Bone Sialoprotein waren um ca. 50 bis 60 % reduziert. Außerdem 
zeigten die Zellen eine verminderte Matrix-Mineralisierung in Gegenwart von Ascorbat 
und β-Glycerophosphat und eine reduzierte Zelladhäsion. Die Ausbreitung und Migration 
der Zellen war stark eingeschränkt. Die Anzahl von membranständigen Integrinen auf der 
Zelloberfläche war ebenfalls niedriger als in normalen Zellen, was wahrscheinlich durch 
eine Reduktion der Integrin-Synthese vermittelt wurde. Die extrazellulären Signal-
regulierten Kinasen spielen eine entscheidende Rolle sowohl bei der Osteoblasten-
proliferation und der -differenzierung, als auch in der Regulation des Integrinlevels auf der 
Zelloberfläche und damit die Zelladhäsion, Zellausbreitung und Zellmigration (Lai et al., 
2001). Die Kinasen Erk1 und Erk2 sind hauptsächlich im Zytoplasma lokalisiert und 
werden erst nach der Aktivierung in den Nukleus transloziert, wo sie Transkriptions-
faktoren und andere Enzyme aktivieren. 
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Die Mechanismen der intrazellulären Übertragung von TGF-β-Signalen wurden 
zunächst in Drosophila und Caenorhabditis (C.) elegans untersucht. Die Behandlung von 
Drosophila mit Decapentaplegic (Dpp), einem TGF-β-Analogon, führte zur Identifizierung 
eines Proteins, das in der Lage ist, Dpp-Signale zu vermitteln. Diese wesentliche 
Komponente für alle Dpp-abhängigen Signalübertragungen stellt Mad dar (Sekelsky et al., 
1995; Graff et al., 1996; Hoodless et al., 1996). Durch Sequenzierung konnte festgestellt 
werden, dass Proteine der Mad-Familie keine Homologien zu allen bis dahin bekannten 
Proteinen aufwiesen. In C. elegans und Xenopus (X.) laevis wurden mad Homologe 
identifiziert, die sma-Gene (Savage et al., 1996; Graff et al., 1996). Von Hahn et al. (1996) 
wurden schließlich in Säugetierzellen zwei weitere homologe Gene, Smad1 und Smad2 
(sma- and mad-related protein) identifiziert. Bisher konnten insgesamt 8 Smad-Proteine 
identifiziert werden, die in drei Gruppen eingeteilt werden. Zu der Gruppe der R-Smads 
oder regulatorischen Smads gehören die durch BMP aktivierten Smad1, Smad5 und 
Smad8, sowie die durch TGF-β aktivierten Smad2 und Smad3. Sie werden durch rezep-
torvermittelte Phosphorylierung aktiviert und können so in den Nukleus translozieren. Auf 
ihrem Weg in den Kern assoziieren sie mit dem verwandten Protein Smad4, einem 
Mitglied der Gruppe der Co-Smads. Co-Smads sind keine Rezeptorsubstrate; ihre 
Anwesenheit ist aber für viele Smad induzierte Genantworten erforderlich. Die dritte 
Gruppe bilden die I-Smads oder inhibitorischen Smads, zu der Smad6 und Smad7 zählen. 
Smad7 inhibiert die Smad-Phosphorylierung, indem es den Typ I Rezeptor für TGF-β, 
Aktivin und BMP besetzt (Heldin et al., 1997; Massagué, 1998). Nach der Expression 
verbleibt Smad7 vorerst im Kern und wird erst nach Stimulation mit TGF-β ins Zytoplasma 
transloziert (Itoh et al., 1998). Smad6 inhibiert bevorzugt die BMP-Signalweitergabe, 
jedoch durch einen von Smad7 unterschiedlichen Mechanismus. Nachdem Smad6 mit 
einem Level, das ausreichend für die Inhibierung des BMP-Signalweges ist, exprimiert 
wurde, interferiert es nicht mit der Rezeptorfunktion, sondern konkurriert mit Smad4, an 
das Rezeptor-aktivierte Smad1 zu binden und bildet so einen inaktiven Smad1-Smad6-
Komplex. Durch eine Überexpression von Smad4 kann dieser Effekt vermieden werden 
(Hata et al., 1998; Ishisaki et al., 1999). 
Die Smad-Proteine besitzen eine hochkonservierte N- und C-terminale Region 
namens Mad-Homologie (MH1- und MH2-Domäne), die durch eine Linker-Region 
variabler Länge und AS-Sequenz verbunden sind (Shi et al., 1997; Shi et al, 1998; 
Abbildung 1-4). Die MH1-Domäne ist nur in den R-Smads und Co-Smads konserviert. Die 
N-terminale Region der I-Smads konvergiert sehr stark zu denen anderer Smads. Die 
MH1-Domäne besteht aus etwa 130 AS und ist für die 
 Bindung an die spezifische DNA-Sequenz, 
 Interaktion mit verschiedenen DNA-Bindeproteinen, 
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 Translokation in den Kern und 
 Repression der Funktion der MH2-Domäne 
verantwortlich. Die direkte DNA-Bindung der Smads wird durch einen 11 AS 'β-
Hairpin-Loop', der aus der Oberfläche des Moleküls herausragt, gewährleistet (Shi et al., 
1998). Obwohl diese Struktur in R- und Co-Smads in Säugern konserviert ist, binden nur 
Smad4 und Smad3 an die charakteristische Smad-Bindestelle (AGAC oder GTCT) (Zawel 
et al., 1998). Im Gegensatz dazu binden die BMP-R-Smads nur schwach an diese Stelle 
und bevorzugen stattdessen das GCCGnCGC-Motiv (Kim et al., 1997; Kusanagi et al., 
2000). Die C-terminale Hälfte der α-Helix H2 ist reich an basischen AS (Shi et al., 1998), 
die nicht in Co-Smads vorkommt und den R-Smads als Kerntranslokationssignal durch 
Interaktion mit Importin-β dient (Xiao et al., 2000a; Xiao et al., 2000b). 
 
Abbildung 1-4 Schematische Darstellung des Aufbaus der drei Smad-Protein-Subfamilien 
Die MH1-Domäne ist gelb und die MH2-Domäne blau dargestellt. Einzelne Domänen und 
Sequenzmotive sind wie folgt bezeichnet: α-Helix H2, L3 und H3/4 Loop, β-Hairpin, das bei Smad2 
einzigartige Exon 3, NLS und NES Motive, Pro-Tyr-Motive der Linker-Region, die einzigartige SAD-
Region von Smad4 und das SSXS-Motiv der R-Smads, bei dem die phosphorylierten Serinreste 
mit einem Stern markiert sind (Moustakas et al., 2001). 
 
Die MH2-Domäne wurde in allen drei Smad-Klassen identifiziert. Sie setzt sich 
aus ca. 200 AS zusammen und ist an der 
 Interaktion mit dem Rezeptor, 
 Bindung an SARA (Smad anchor for receptor activation), 
 Oligomerbildung mit anderen Smads, 
 Interaktion mit verschiedenen DNA-Bindeproteinen und 
 Transkriptionsaktivierung 
Einleitung 
14 
beteiligt. In Abwesenheit einer Rezeptoraktivierung interagieren MH1 und MH2 
miteinander und unterdrücken dadurch gegenseitig ihre Funktion. Nach der Phospho-
rylierung des SSXS-Motivs durch den Rezeptor wird diese Interaktion unterbunden und 
das R-Smad aktiviert. Eine Region, bestehend aus 17 AS, der so genannte L3-Loop, ragt 
aus der Oberfläche des Proteins heraus und interagiert mit dem L45-Loop des Typ I 
Rezeptors (Chen et al., 1998; Shi et al., 1997; Wu et al., 2000). Die AS-Sequenz ist 
innerhalb der BMP- und TGF-β-R-Smads konserviert, divergiert aber zwischen den 
beiden Gruppen. Zusätzlich existiert eine α-Helix H1 (8 AS), die für die Interaktion der 
BMP-R-Smads mit dem BMP-Typ I Rezeptor (ALK1-Gruppe) benötigt wird (Chen und 
Massagué, 1999). Die α-Helix H2 und der C-terminale Schwanz können mit spezifischen 
DNA-Bindeproteinen interagieren und determinieren damit die Spezifität des weiteren 
Signalweges. 
Die MH1- und MH2-Domäne werden durch eine Linker-Region von einander 
getrennt. Diese Linker-Region enthält vier Kopien des PXS/TP (oder S/TP) Motivs, das 
durch die MAP Kinase phosphoryliert werden kann (Kretzschmar et al., 1997). Wenn 
dieses Motiv phosphoryliert wird, kann das R-Smad nicht mehr in den Kern transloziert 
werden und die Genantwort auf ein Signal bleibt aus. 
R-Smads besitzen ein charakteristisches Ser-Ser-Val/Met-Ser (SSXS) 
Sequenzmotiv am C-terminalen Ende. Dieses Motiv wird durch den Typ I Rezeptor 
phosphoryliert, wodurch die R-Smads für die Signalweitergabe aktiviert werden. 
 
Ein intrazelluläres Substrat der MAP Kinase-spezifischen Signalkaskade ist 
Cbfa1 (core binding factor 1), ein Mitglied einer Familie von Transkriptionsfaktoren 
(Banerjee et al., 1997; Ducy et al., 1997). Ein wichtiges Charakteristikum dieser Familie ist 
die 128 AS lange runt-Domäne, eine hochkonservierte DNA-Bindedomäne (Kagoshima et 
al., 1993). In Säugetieren konnten 3 Isoformen identifiziert werden, die durch 
differentiellen Promotorgebrauch oder alternatives Spleißen entstehen (Stewart et al., 
1997; Geoffroy et al., 1998). Cbfa1 ist ein Schlüsselregulator in der Differenzierung und 
Funktion von Osteoblasten. Cbfa2, eine kürzere Form des Proteins, greift u. a. regulierend 
in die Blutbildung ein (Speck und Terryl, 1995). Die Funktion der längeren Version Cbfa3 
ist bisher nicht analysiert. Alle drei Isoformen werden z.B. in adulten Mausknochen 
exprimiert (Harada et al., 1999). In ALP-negativen C3H10T1/2 Zellen sowohl transient als 
auch stabil transfiziert, konnten Cbfa1 und Cbfa2 eine ALP-Aktivität induzieren, Cbfa3 
dagegen zeigte keinen Effekt auf die Enzymaktivität. 
Cbfa1 ist als reifes Protein 528 AS lang (Ducy et al., 1997; Thirunavukkarasu et 
al., 1998). Es besteht aus einem 19 AS langen N-terminalen Bereich, an den sich die so 
genannte Q/A-Region anschließt. Diese ist nur im Zusammenhang mit dem nativen 
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Protein funktionell, denn sie stellt die Aktivatordomäne. Die benachbarte PST-Region ist 
ein nukleäres Lokalisationssignal und fungiert gleichzeitig als Aktivierungs- und Repres-
sionsdomäne. Die letzten 5 C-terminalen AS (VWRPY) dienen ebenfalls als Repressor-
domäne. Cbfa1 bindet mit Hilfe der runt-Domäne an die DNA. Diese runt-Domäne 
vermittelt eine Heterodimerisierung von Cbfa1 und Cbfb, einem kleinen Protein ohne DNA 
bindender und transkriptioneller Funktion, und erhöht so die Affinität des Cbfa1 zur DNA 
(Ito und Bae, 1997). 
Cbfa1 ist der früheste bisher bekannte Osteoblasten-Differenzierungsmarker, 
der durch Bone morphogenetic proteins (BMPs) und andere knochenbildende Faktoren 
stimuliert werden kann (Yamaguchi et al., 2000). Eine transiente Transfektion von Cbfa1 
exprimierenden Vektoren in nicht osteoblastische Zellen führt zur Expression der 
Osteoblasten spezifischen Gene Osteokalzin und Bone Sialoprotein (Ducy et al., 1997). 
Eine Deletion führt dagegen dazu, dass das Skelett einer neugeborenen Maus nur 
Chondrozyten und Knorpelgewebe enthält und keinerlei Ansätze von Knochenentwicklung 
zeigt. Die Cbfa1 defizienten Mäuse starben bei Geburt durch Ausfall der Atmung und dem 
Fehlen eines starren Brustkorbes, der das Atmen ermöglicht (Komori et al., 1997; Otto, 
1997). Cbfa1 ist also essentiell, jedoch nicht hinreichend für die Differenzierung zu reifen 
Osteoblasten (Lee et al., 1999; Wang et al., 1999). Dafür ist ein zusätzliches BMP-
spezifisches Signal erforderlich (Lee et al., 2000). 
Cbfa1 defiziente Mäuse zeigen außerdem eine stark verringerte Expression der 
beiden Osteokalzin kodierenden Gene OG1 und OG2 (Desbois et al., 1994), der meisten 
nicht kollagenen Proteine (Hauschka et al., 1989), von Sialoprotein (Bianco et al., 1991) 
und von Osteopontin (Denhardt und Guo, 1993). Weiterhin ist die Expression von α1(I) 
und α2(I) Kollagen, den beiden Genen, die Kollagen Typ I kodieren, signifikant reduziert. 
 
1.4.3 Ras/Raf-1, MEK/MAPK, Smad1 und Smad2-Signaltr ansduktionskaskade 
Die sequentielle Aktivierung der Kinasen Raf-1 (MAPKKK), MEK (MAPKK) und 
p42/p44 MAPK ist ein grundlegender Mechanismus der intrazellulären Signaltransduktion 
von proliferationsauslösenden Signalen, wie z. B. PDGF, FGF, EGF und CSF (Campbell 
et al., 1992; Burgering et al., 1993; Huwiler et al., 1995) und von Signalen, die zur Zellakti-
vierung oder –differenzierung führen (z. B. LPS, IL-1 und IL-3). Mitglieder der MAPK-
Familie teilen sich konservierte Strukturdomänen und werden durch duale Phosphory-
lierung im Thr-X-Tyr-Motiv durch spezifische MAPKK aktiviert. 
Den Initiator der Signalkaskade bildet das Protein Ras (Abbildung 1-5). Ras 
wird in die Familie der GTPasen eingeordnet, besitzt strukturelle Ähnlichkeit mit der α-
Untereinheit heterotrimerer G-Proteine und seine Bindung an die Plasmamembran wird 
über das Adaptorprotein Grb-2 verstärkt (Daum et al., 1994; Waters et al., 1995). In GDP-
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gebundener Form liegt Ras inaktiv in der Zelle vor. Durch Bindung von GTP an Ras wird 
das Protein aktiviert. Diese Bindung wird durch die Rezeptortyrosinkinasen über ein 
Protein namens Sos (son of sevenless) eingeleitet. Aktiviertes Ras tritt direkt mit der N-
terminalen Domäne von Raf-1 (MAPKKK) in Wechselwirkung und bewirkt so dessen 
Rekrutierung an die Plasmamembran (Fu et al., 1994; Marais et al., 1995; Katz und 
McCormick, 1997). Dabei wird eine Vielzahl von Serin- und Threonin-Resten von Raf-1 
phosphoryliert. 
 
Abbildung 1-5 Die MAPK Signalkaskade ist 
ein wichtiger Signalweg, der die 
Zellproliferation reguliert 
MAP Kinase, auch bekannt als ERK1/2, wird 
durch eine große Anzahl von mitogenen Stimuli 
induziert. Aktivierte MAPK phosphoryliert den 
Transkriptionsfaktor Elk-1, der Gene aktiviert, 
die an der Zellproliferation und –differenzierung 
beteiligt sind. (www.clonetech.com) 
 
Eine weitere Zwischenstufe in der Signalkaskade bildet MEK, das ein direktes 
Substrat von Raf-1 ist (Huang et al., 1993; Alessi et al., 1993). Die Aktivierung erfolgt über 
die Phosphorylierung von zwei Serin-Resten, die in der katalytischen Domäne von MEK 
liegen. Als Substrat der Ser/Thr-Kinase MEK dient die mitogen aktivierte Proteinkinase 
p42/p44 MAPK, auch extrazelluläre Signal-regulierte Kinasen Erk1 und Erk2 genannt, 
welche abwechselnd phosphoryliert und damit aktiviert werden (Su und Karin, 1996; 
Robinson und Cobb, 1997). Erk1 und Erk2 stellen ebenfalls Ser/Thr-Kinasen dar und 
werden als Antwort auf mitogene Stimuli durch Phosphorylierung von Tyrosin- und 
Threonin-Resten aktiviert. Nach der Aktivierung translozieren Erk1/2 in den Nukleus und 
bewirken die Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren und Enzymen, die an der 
Transkription beteiligt sind. 
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Abbildung 1-6 Signalweitergabe über Smad-Proteine 
Hier ist in stark vereinfachter Form und ohne auf weitere Regulationsfaktoren – sowohl 
stimulierender als auch repressiver Art – einzugehen, die Signalweitergabe vom extrazellulären 
Signal (TGF-β, BMP) über die membranständigen Rezeptoren und die regulatorischen und Co-
Smads bis zur Signalverarbeitung im Kern schematisch dargestellt (Derynck, 1998). 
 
Die Smad-Proteine fungieren als Signalweitergeber für Mitglieder der TGF-β-
Superfamilie in vielen Organismen. Aufgrund der unterschiedlichen Affinität der Wachs-
tumsfaktoren TGF-β und BMP zu zellulären Rezeptoren erfolgt auch die intrazelluläre 
Signalweitergabe über verschiedene Wege. So sind die Proteine Smad1, Smad5 und 
Smad8 für die Weitergabe der BMP-Signale und die Proteine Smad2 und Smad3 für die 
Weitergabe der TGF-β-Signale verantwortlich. Diese regulatorischen Smads existieren im 
Zytoplasma gebunden an membranassoziierte Proteine oder Mikrotubuli. Es wurde ein 
Smad2/3 interagierendes Protein SARA (Smad anchor for receptor activation) identifiziert, 
welches die Anbindung der R-Smads an den aktivierten TGF-β-Rezeptor erleichtert 
(Tsukazaki et al., 1998). SARA ist ein großes Protein mit einer zentralen Phospholipid-
Interaktionsdomäne (FYVE-Domäne) für die Assoziation an die Plasmamembran. Das C-
terminale Ende von SARA kann an den aktivierten TGF-β-Rezeptorkomplex binden und 
verbindet damit den Rezeptor mit Smad2/3. Ein Protein, welches die BMP-R-Smads an 
der Zelloberfläche oder intrazellulären Membran verankert, konnte bisher nicht identifiziert 
werden. Nachdem die R-Smads transient mit dem Typ I Rezeptor interagieren, werden sie 
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durch die Rezeptorkinase phosphoryliert und damit aktiviert. Diese Interaktion wird durch 
den L45-Loop des Typ I Rezeptors und der α-Helix H1 der MH2-Domäne der R-Smads 
determiniert (Wu et al., 2000). Die Phosphorylierung erfolgt an den letzten beiden Serin-
Resten im SSXS-Motiv der R-Smads. Diese formen dann einen heteromeren Komplex mit 
dem Co-Smad (Kawabata et al., 1998; Abbildung 1-6). Die basische Helix in der MH1-
Domäne von R-Smads ist in unstimulierten Zellen maskiert. Nach der Aktivierung durch 
den Typ I Rezeptor wird die basische Helix aufgedeckt und interagiert mit Importin-β, was 
zum nukleären Import der R-Smads führt (Xiao et al, 2000a; Xiao et al., 2000b). Im Kern 
regulieren die Smads die Transkription der Zielgene durch 
 direkte Bindung an spezifische DNA-Sequenzen 
 Interaktion mit anderen DNA–bindenden Proteinen und 
 Rekrutierung transkriptioneller Co-Aktivatoren und Co-Repressoren. 
Viele DNA-Bindeproteine wie FAST1, AP1-Komplex, TFE3 und Sp1 inter-
agieren mit den TGF-β-R-Smads, aber nur wenige interagieren mit BMP-R-Smads. 
 
Über die Wirkung der Smad-Proteine in Osteoblasten ist wenig bekannt. 
Ogasawara et al. (2004) fanden heraus, dass Smad für die BMP-vermittelte Differen-
zierung zu reifen Osteoblasten von großer Bedeutung ist. Nach Stimulation mit BMP führt 
die Aktivierung der regulatorischen Smads (Smad1, 5 und 8) zur Inhibierung der Trans-
kription von Cdk6 (Abbildung 1-7). Cdks spielen eine entscheidende Rolle in der Kontrolle 
des Zellzyklus. Ihre Funktion bei der Differenzierung von Zellen ist umstritten und ist vom 
Zelltyp abhängig. Die Hemmung der Differenzierung von Osteoblasten durch Cdk6 geht 
mit einem Verlust der Bindungsaffinität von Cbfa1 an den Osteokalzinpromotor einher. 
Abbildung 1-7 Schematische Darstellung des 
Mechanismus, durch den Cdk6 die 
Osteoblastendifferenzierung hemmt 
BMP bindet an den Typ II Rezeptor, der daraufhin den 
Typ I Rezeptor durch direkte Assoziation aktiviert. Der 
aktivierte Typ I Rezeptor phosphoryliert die R-Smads 
und leitet so deren Komplexbildung mit Smad4 ein. Der 
R-Smad/Co-Smad-Komplex transloziert in den Kern, 
wo er die Transkription des cdk6-Genes reprimiert und 
so die Osteoblastendifferenzierung fördert (Ogasawara 
et al., 2004). 
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2 Ziel der Promotionsarbeit 
Einen Aspekt dieser Arbeit stellt die Analyse der Stimulation von Ratten-
Calvaria-Osteoblasten (RCA) mit den beiden Wachstumsfaktoren TGF-β1 und BMP-4 
während der Proliferations- sowie Differenzierungs- und Mineralisierungsphase dar. 
Hierfür soll die Phosphorylierung und Aktivierung von Erk1 und Erk2, sowie von Smad1 
und Smad2 mit Hilfe eines Kinase-Aktivitätsassays sowie der Westernblot-Analyse 
untersucht werden. 
Im Rahmen dieser Arbeit soll weiterhin untersucht werden, welche Bedeutung 
die Wachstumsfaktoren TGF-β1 und BMP-4 auf die Aktivität der alkalischen Phosphatase 
(ALP), einem wichtigen Differenzierungsmarker in Osteoblasten, ausüben. Enzymatische 
Aktivitätsbestimmungen und zytochemische Färbung aktiver ALP sollen darüber 
Aufschluss geben. Weiterhin soll der Gehalt an ALP-mRNA durch PCR bestimmt werden. 
Ein weiteres wichtiges Ziel dieser Arbeit ist die Analyse der Bedeutung von 
Erk1, Erk2, Smad1 und Smad2 auf die Aktivität der ALP. Dafür sollen Inhibitoren 
eingesetzt werden. Die enzymatische Aktivitätsbestimmung soll darüber aufklären. 
Außerdem soll mit Hilfe von kurzen, doppelsträngigen RNA-Molekülen (siRNA) ein knock 
down der Kinasen herbeigeführt werden und dessen Auswirkung auf die Aktivität der ALP 
enzymatisch bestimmt werden. Dafür muss zunächst die Wirksamkeit der siRNA auf 
RNA-Ebene mittels PCR und auf Proteinebene mittels Westernblot-Analysen überprüft 
werden. 
Zusätzlich soll die Bedeutung der Wachstumsfaktoren und der Kinasen Erk1 
und Erk2 auf die Mineralisierung der RCA analysiert werden. Dafür wird die Menge des 
zellassoziierten Kalziums und Phosphats experimentell bestimmt, wodurch der 
Mineralisationsgrad der Zellen wiedergegeben werden kann. 
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3 Materialien und Methoden 
3.1 Materialien 
3.1.1 Geräte 
Tabelle 3-1 Zusammenstellung der verwendeten Laborg eräte 
Gerät Modell Firma 
Brutschrank  Heraeus 
Detektionssystem  Syngene 
Elektrophoresesystem (DNA) Agagel maxi Biometra 
Elektrophoresesystem (Protein) SE600 series Hoefer 
Magnetrührer RH basic IKA Labortechnik 
Mikroplattenreader Model 450 Biorad 
Mikroskop Wilovert S Hund, Wetzlar 
Mikrowelle R-216 Sharp 
Photometer UV mini 1240 Shimadzu 
Schüttler HS 250 Janke & Kunkel 
Semi Dry Blotter  Biometra 
Thermocycler Mastercycler gradient Eppendorf 
Thermoschüttler Thermomixer comfort Eppendorf 
Zentrifuge Biofuge fresco Heraeus 
 
3.1.2 Feinchemikalien 
Tabelle 3-2 Überblick über verwendete Chemikalien 
Chemikalie Firma 
β-Glycerophosphat Sigma, Deisenhofen 
2-Mercaptoethanol Sigma, Deisenhofen 
4-Nitrophenolphosphat (PNPP) Roche, Mannheim 
Acrylamid Biorad, München 
Agarose Roche, Mannheim 
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Biorad, München 
Aprotinin (2 mg/ml) Sigma, Deisenhofen 
Ascorbat Sigma, Deisenhofen 
Azeton Fischer, Saarbrücken 
Bisacrylamid Biorad, München 
Borsäure Sigma, Deisenhofen 
bovines Serumalbumin (BSA) Sigma, Deisenhofen 
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Bromphenolblau Fluka, Buchs, Schweiz 
Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs) Promega, Mannheim 
Diethanolamin Sigma, Deisenhofen 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma, Deisenhofen 
Ethanol (98.6%, Primasprit) Merck, Darmstadt 
Ethidiumbromid (EB) Sigma, Deisenhofen 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Sigma, Deisenhofen 
Ethylenglykol-bis-(2-aminoethylether)-N,N-
tetraessigsäure (EGTA) 
Sigma, Deisenhofen 
Ficoll 4000 Pharmacia, Uppsala, Schweden 
Formaldehyd Sigma, Deisenhofen 
fötales Kälberserum (FKS) Greiner, Frickenhausen 
Glyzerol Merck, Darmstadt 
Glyzin MP Biomedical, LLC 
Isopropanol Merck, Darmstadt 
Leupeptin Sigma, Deisenhofen 
Magermilchpulver Roth, Karlsruhe 
Magnesiumchlorid (MgCl2 + 6 H2O) Merck, Darmstadt 
Methanol Merck, Darmstadt 
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Biorad, München 
Natriumchlorid (NaCl) Merck, Darmstadt 
Natriumhydroxid (NaOH) Sigma, Deisenhofen 
Natriumorthovanadat Sigma, Deisenhofen 
Natriumpyrophosphat Sigma, Deisenhofen 
Phenylmethylsonfonylfluorid (PMSF) Merck, Darmstadt 
Sodiumdodecylsulfat (SDS) Biorad, München 
Tris-HCl Roth, Karlsruhe 
Triton X-100 Sigma, Deisenhofen 
Trypsin/EDTA-Lösung Biochrom, Berlin 
Tween 20 Biorad, München 
Xylen Cyanol Sigma, Deisenhofen 
Zinkchlorid (ZnCl2) Sigma, Deisenhofen 
Zitronensäure Merck, Darmstadt 
 
3.1.3 Kultivierungsmedien 
Die Ratten-Calvaria-Zellen wurden in DMEM mit 10 % FKS kultiviert. Zur 
Eindämmung von Kontaminationen wurden dem Medium Antibiotika (siehe 2.1.5) 
zugesetzt. Im Hungermedium fehlt das FKS. Zur Herstellung des Mineralisationsmediums 
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wurden DMEM 10 mM β-Glycerophosphat und 300 µM Ascorbat zugesetzt. Weitere 
Zusätze sind im Ergebnisteil beschrieben. Das Medium wurde zweimal pro Woche 
gewechselt. 
 
3.1.4 Zellen 
Diese Arbeit wurde mit primären Calvaria-Zellen aus Wistar-Ratten 
durchgeführt, die nach Anleitung (2.2.1) gewonnen und kultiviert wurden. 
 
3.1.5 Antibiotika 
Tabelle 3-3 Übersicht über die verwendeten Antibiot ika 
Die Antibiotika wurden dem Medium vor Verwendung zugegeben. 
Antibiotikum Stammlösung Konzentration Firma 
Penicillin 10.000 E 0,5 E/ml Biochrom, Berlin 
Steptomycin 10.000 µg/ml 0,5 µg/ml Biochrom, Berlin 
 
3.1.6 Enzyme 
Tabelle 3-4 Verwendete Enzyme 
Enzym Bezeichnung und Konzentration Firma 
Kollagenase Kollagenase P 
(Konzentration 3,5 U/ml) Roche, Mannheim 
reverse Transkriptase SuperScript RNase H- Reverse 
Transcriptase 
(Konzentration 200 U/µl) Invitrogen, Karlsruhe 
Trypsin (Konzentration 15 U/ml) Biochrom, Berlin 
 
3.1.7 Wachstumsfaktoren 
Tabelle 3-5 Verwendete Wachstumsfaktoren 
Die Wachstumsfaktoren wurden nach Angaben des Herstellers aufgelöst, aliquotiert und bei –85°C gelagert . 
Wachstumsfaktor Stammlösung  Endkonzentration  Firma 
BMP4 20 ng/µl 100 ng/ml BD Transduction Laboratories, 
Heidelberg 
TGF-β1 1 ng/µl 5 ng/ml BD Transduction Laboratories, 
Heidelberg 
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3.1.8 Inhibitoren 
Tabelle 3-6 Verwendete Inhibitoren 
Die Inhibitoren wurden nach Angaben des Herstellers in DMSO gelöst, aliquotiert und bei –20°C gelagert.  
Inhibitor Stammlösung  Endkonzentration  Firma 
PD98059 50 mM 50 µM CalBiochem, Darmstadt 
 
3.1.9 Antikörper 
Die Antikörper wurden – falls erforderlich – entsprechend den 
Herstellerangaben in 1x TBS-T mit 5% Magermilchpulver bzw. BSA in den folgenden 
Verdünnungen gelöst. 
Tabelle 3-7 Verwendete primäre Antikörper 
Primäre Antikörper wurden wie angegeben in 5 % BSA-Lösung verdünnt, konnten bis zu fünfmal verwendet 
werden und wurden bei –20°C gelagert. 
Primärer Antikörper Verdünnung Firma 
rabbit-anti-Phospho-Erk1/2 1:1.000 New England BioLabs, 
Franfurt/M. 
rabbit-anti-Erk1/2 1:1.000 Upstate, Lake Plasid, USA 
rabbit-anti-Phospho-Smad1 1:1.000 Upstate, Lake Plasid, USA 
rabbit-anti-Smad1 1:1.000 Upstate, Lake Plasid, USA 
rabbit-anti-Phospho-Smad2 1:1.000 Upstate, Lake Plasid, USA 
rabbit-anti-Smad2 1:1.000 Upstate, Lake Plasid, USA 
rabbit-anti-Phospho-Elk1 (Ser383) 1:1.000 New England BioLabs, Frankfurt/M. 
 
Tabelle 3-8 Verwendete sekundären Antikörper 
Die sekundären Antikörper wurden wie angegeben in 5 % Magermilch-Lösung verdünnt. 
Sekundäre Antikörper Verdünnung Firma 
anti-Biotin 1:10.000 Dianova, Hamburg 
goat-anti-mouse IgG (H&L) 1:2.000 Cell Signaling, Frankfurt/M. 
goat-anti-rabbit IgG (H&L) 1:2.000 Cell Signaling, Frankfurt/M. 
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3.1.10 Primer 
Tabelle 3-9 Sequenzen spezifischer Oligonukleotid-P rimer für die PCR-Amplifikation 
Der Oligo(dT)15-Primer wurde für die Umschreibung der RNA in cDNA verwendet und von der Firma 
Promega bezogen. Alle anderen angegebenen Primer wurden von der Firma MWG bezogen. 
Primer Länge in Basen  Tm (°C) Sequenz 5' → 3' 
ALPfor 23 55 CCC CCA CCT CTT CCC ACC CAT CT 
ALPrev 23 55 CCC ACG GAC TTC CCA GCA TCC TT 
Erk1for 21 55 ATC TTG CTC GGA TTC CGC CAT 
Erk1rev 21 55 GCA CAT TGG CCG AGT GTA TGT 
Erk2for 21 55 GAC CTA CTG TCA GAG AAC CCT 
Erk2rev 21 55 GAT CAT TGC TGA GGT GCT GTG 
Smad1for 21 55 GAC CTC CAG AGC CAT CAT GAA 
Smad1rev 21 55 AAC GTG GCA TTC AGT GGC ATG 
Smad2for 21 55 GCT TGA GAA AGC CAT CAC CAC 
Smad2rev 21 55 GAG CTC ATG ATG GCT GTG AAG 
GAPDHfor 21 55 ACT CCC TCA AGA TTG TCA GCA 
GAPDHrev 21 55 TTG TGA GGG AGA GTG CTC AGT 
Oligo(dT)15 15 70 TTT TTT TTT TTT TTT 
 
3.1.11 siRNA 
Tabelle 3-10 Sequenzen spezifischer siRNAs für die Transfektion von Ratten-Calvaria-
Osteoblasten 
Die siRNAs wurden so konstruiert, dass sie jeweils 50 bis 100 Nukleotide vom Start- bzw. Stopcodon entfernt 
waren. Sie mussten eine Länge von 21 Nukleotiden und einen G/C-Gehalt von etwa 50% aufweisen. Die 
siRNAs wurden von der Firma Qiagen bezogen. 
siRNA Länge in Basen GC (%) Sequenz 5' → 3' 
Erk1 21 47 AAG ACC AGA GTG GCT ATC AAG 
Erk2 21 57 AAG GCG CCT ACG GCA TGG TTT 
Smad1 21 47 AAG GGA CTG CCT CAT GTC ATT 
Smad2 21 47 AAG TGT GTC ACC ATA CCA AGC 
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3.1.12 Marker 
3.1.12.1 DNA-Standard 
Tabelle 3-11 Übersicht über die verwendeten DNA-Mar ker 
Der DNA-Standard (1 µl) wurde zunächst mit 9 µl aqua dest. verdünnt und mit 2 µl 6x DNA-Ladepuffer 
versetzt. Dieser konnte dann für elektrophoretische Trennung von DNA-Fragmenten im Agarosegel verwendet 
werden. 
Name Firma 
100 bp ladder New England BioLabs, Frankfurt/M. 
1 kb ladder New England BioLabs, Frankfurt/M. 
 
3.1.12.2 Protein-Standard 
Tabelle 3-12 Übersicht über die für die SDS-PAGE ve rwendeten Protein-Marker 
Die biotinylierten Marker (6 µl) wurden zunächst in 140 µl PBS verdünnt und mit 40 µl 5x Probenpuffer sowie 
4 µl Mercaptoethanol versetzt. Nach 5 Minuten Inkubation bei 95°C im Thermoblock wurden je 15 bis 20 µ l für 
die SDS-PAGE verwendet. 
Name Firma 
SDS-PAGE Standard, high range, biotinyliert Biorad, München 
SDS-PAGE Standard, low range, biotinyliert Biorad, München 
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3.2 Methoden 
3.2.1 Isolierung von Osteoblasten 
Ratten-Calvaria-Osteoblasten wurden gemäß den Angaben von Lynch et al. 
(1995) sowie Brighton und Albelda (1992) mit einigen Modifizierungen isoliert. 
Neugeborene Wistarratten wurden durch Durchtrennung der Halswirbelsäule getötet und 
deren Calvarien entnommen. Nachdem anhaftendes Bindegewebe und Periost vorsichtig 
entfernt wurde, wurden die parietalen Knochenstücke in PBS gewaschen und mit 3,56 U 
Kollagenase P/ml und 15 U Trypsin/ml in PBS bei 37°C unter ständigem Rühren inkubiert. 
Innerhalb von 5 Minuten abgelöste Zellen wurden verworfen. Isolierte Zellen der 
anschließenden drei Gewebsdissoziationsschritte von je 20 Minuten wurden als 
Osteoblasten charakterisiert (Parameter: Synthese von Kollagen I, Aktivität der 
alkalischen Phosphatase, Expression von Osteocalcin und Mineralisierung in der Kultur) 
und in Zellkulturmedium bei 37°C, 5 % CO 2 und 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die 
Ausbeute dieses Verfahrens betrug etwa 100.000 Zellen/Ratte. Das Kulturmedium wurde 
zweimal wöchentlich gewechselt. Für experimentelle Arbeiten wurden die Zellen von der 
dritten bis zur achten Passage verwendet und mit einer Dichte von 12.500 Zellen /cm2 
ausgesät. 
 
3.2.2 Passagieren adhärenter Zellen 
Die Ratten-Calvaria-Osteoblasten wurden in DMEM mit 10% FKS bei 37°C im 
Brutschrank kultiviert. Zum Passagieren wurde zunächst das Medium entfernt, die Zellen 
mit PBS dreimal gewaschen und schließlich mit 5 U Trypsin/ml und 0,7 mM EDTA in PBS 
bei 37°C für 3 Minuten inkubiert. Im Mikroskop wurd e die Ablösung der Zellen von der 
Polystyrol-Oberfläche überprüft. Die Reaktion wurde mit 10 ml DMEM gestoppt, die Zellen 
wurden in ein 15 ml Greiner-Röhrchen überführt und 5 Minuten bei 200 g (Zentrifuge) 
pelletiert. Der Überstand wurde entfernt, die Zellen in 3 bis 5 ml frischem DMEM 
resuspendiert und quantifiziert. Dafür wurde ein Teil Zellsuspension mit einem Teil 
Trypanblau versetzt und mit einer Neubauer Zählkammer ausgezählt. Die Zellen wurden 
mit dem Kulturgefäß entsprechender Zellzahl ausgesät. 
 
3.2.3 RNA-Analyse 
3.2.3.1 RNA-Isolierung 
Für die Isolierung von RNA aus Ratten-Calvaria-Osteoblasten wurde der 
RNeasy Total RNA Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. Die Durchführung erfolgte nach 
Anleitung des Herstellers. Die RNA wurde in 30 bis 50 µl DEPC-Wasser aufgenommen. 
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Konzentration und Reinheit der isolierten RNA wurden durch Messung der Absorption bei 
260 und 280 nm bestimmt. 
 
3.2.3.2 Polymerase-Kettenreaktion 
3.2.3.2.1 Synthese von cDNA mittels reverser Transkriptase 
Für die Analyse der Transkriptionsrate bestimmter Gene wurde die Gesamt-
RNA zunächst in cDNA umgeschrieben. Dazu wurde folgender Ansatz auf Eis bereitet: 
Gesamt-RNA 
steriles aqua dest. 
Oligo-dT Primer 
1 µg 
auf 11 µl aufgefüllt 
2 µl (0,5 µg) 
 
Nach einem kurzen Zentrifugationsschritt (15 Sekunden, 20.800 g) wurde der 
Ansatz zur Denaturierung der RNA 10 Minuten bei 70°C im Thermoblock inkubiert und 
anschließend auf Eis gelagert. 
Der Ansatz wurde durch Zugabe folgender Substanzen vervollständigt: 
5x first strand buffer 
DTT 
dNTP 
4 µl (1x) 
2 µl (10 mM) 
1 µl (0,5 mM) 
 
Die Reaktion wurde unter folgenden Synthesebedingungen im Thermocycler 
durchgeführt: 
2 min 
 
1 h 
10 min 
37°C 
(Pause) A 
37°C 
70°C 
 
Zugabe von 200 U Superscript RT 
Synthese 
Inaktivierung 
 
Bis zur weiteren Verwendung wurde die cDNA bei –20°C gelagert. 
 
3.2.3.2.2 Standard-Polymerase-Kettenreaktion 
Zur Amplifizierung eines DNA-Fragmentes diente cDNA als Template. 
Folgender Ansatz mit einem Volumen von 25 µl wurde unter Verwendung der puReTaq 
Ready-to-go PCR Beads (Amersham Biosciences) für die Polymerase-Kettenreaktion 
hergestellt: 
cDNA 
forward Primer 
reverse Primer 
steriles aqua dest. 
1-2 µl 
0,75 µM 
0,75 µM 
auf 25 µl auffüllen 
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Die Reaktion wurde unter folgenden Amplifikationsbedingungen durchgeführt: 
5 min 95°C Initialdenaturierung  
1 min 
20 sec – 1 min 
2 min 
95°C 
Tm* - 5°C 
72°C 
Denaturierung 
Annealing 
Synthese 5 Zyklen 
1 min 
20 sec – 1 min 
2 min 
95°C 
Tm 
72°C 
Denaturierung 
Annealing 
Synthese 30 Zyklen 
4 min 72°C Synthese  
 
Nach Beendigung der ersten fünf Synthesezyklen wurden dem Ansatz, falls 
erforderlich, die für die spätere Auswertung notwendigen Primer für die Haushaltsgene 
Aktin oder GAPDH zugesetzt und das Programm fortgeführt: 
forward Primer (Haushaltsgen) 
reverse Primer (Haushaltsgen) 
0,75 µM 
0,75 µM 
 
Die Schmelztemperatur Tm richtet sich spezifisch nach der Sequenz der 
einzelnen Primer und wurde mit folgender Formel berechnet: 
Tm = 69,3°C + 0,41 * (GC%) – 650/Primerlänge  
 
3.2.3.3 Trennung von Polymerase-Kettenreaktionsprod ukten im Agarosegel 
Verwendete Reagenzien: 
1x TBE-Puffer (pH 8,3) 89 mM 
89 mM 
0,2 mM 
Tris 
Borsäure 
EDTA 
EB-Stammlösung 10 mg 
1 ml 
Ethidiumbromid (EB) 
aqua dest. 
6x DNA-Ladepuffer 0,25 % 
0,25 % 
10 mM 
15 % 
Bromphenolblau 
Xylen Cyanol 
EDTA 
Ficoll 400 
 
Für die Trennung der aus der PCR resultierenden DNA-Fragmente wurde 
zunächst ein 1,5 %-iges Agarosegel mit TBE-Puffer, versetzt mit 15 ng/ml EB, hergestellt. 
Die Proben wurden mit 6x DNA-Ladepuffer versetzt, auf das Gel aufgetragen und bei 
130 V getrennt. Die Banden konnten unter UV visualisiert werden. 
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3.2.3.4 Transfektion von Ratten-Calvaria-Osteoblast en mit siRNA 
Die Transfektion von Osteoblasten mit siRNA wurde nach Angaben des 
Herstellers (Qiagen) mit folgendem Ansatz (für 24-well Platten) durchgeführt: 
EC-R Puffer 
Enhancer-R 
siRNA 
100 µl – X – Y vorlegen 
3,2 µl (X) 
5,4 µl (Y) 
Der Mix wurde gut gemischt, 5 min bei RT inkubiert und kurz zentrifugiert. 
Währenddessen wurden die Zellen mit 100 µl Medium versetzt. Danach wurden dem 
Transfektionsmix 8 µl TransMessenger-Reagenz zugesetzt. Der Ansatz wurde wiederum 
10 min bei RT inkubiert und tropfenweise auf die Zellen gegeben. Bei Bedarf wurde den 
Zellen 4 h nach Transfektion weiteres Medium gegeben. 
 
3.2.4 Proteinanalyse 
3.2.4.1 Gewinnung von Zellextrakten und Bestimmung der Proteinkonzentration 
Verwendete Reagenzien: 
Lysepuffer 20 mM 
150 mM 
1 mM 
1 mM 
1 % 
2,5 mM 
1 mM 
1 mM 
1 µg/ml 
1 mM 
Tris-HCl, pH 7,4 
NaCl 
EDTA 
EGTA 
Triton X-100 
Na-Pyrophosphat 
β-Glycerophosphat 
Na3VO4 
Leupeptin 
PMSF 
 
Zur Gewinnung von Zellextrakten wurde das Kulturmedium entfernt, die Zellen 
mit PBS gewaschen, mit Lysepuffer versetzt und 5 Minuten bei RT behandelt. Im Falle 
adhärenter Zellen wurden diese mit einem Zellschaber (Greiner) von der Kulturschale 
entfernt. Zellkern- und Zellmembranfragmente wurden durch Zentrifugation bei 20.800 g 
bei 4°C für 30 Minuten von den Lysaten abgetrennt. Die Bestimmung der Proteinkonzen-
tration erfolgte nach der Methode von Bradford (1976), wofür der Assay der Firma BioRad 
verwendet wurde. Dazu wurde eine Eichkurve mit Hilfe von BSA erstellt. Proteinmengen 
von 2 – 30 µg wurden jeweils mit einer Doppelbestimmung für die Erstellung der 
Eichkurve eingesetzt. Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Proben wurde mit 
2 bis 10 µl Lysat gegen einen Leerwert (gleiches Volumen Lysepuffer) im Photometer bei 
einer Wellenlänge von 595 nm durchgeführt. 
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3.2.4.2 Polyacrylamidgelelektrophorese 
Verwendete Reagenzien: 
Acrylamidlösung 30 % 
0,8 % 
Acrylamidlösung 
Bisacrylamidlösung 
4x Trenngelpuffer 1,5 M 
0,4 % 
Tris-HCl 
SDS 
pH-Wert auf 8,8 einstellen 
4x Sammelgelpuffer 0,5 M 
0,4 % 
Tris-HCl 
SDS 
pH-Wert auf 6,8 einstellen 
10x Elektrophoresepuffer 0,25 M 
1,92 M 
Tris-HCl 
Glyzin 
5x Probenpuffer 300 mM 
1,7 mM 
50 % 
36 mM 
300 mM 
Tris-HCl 
SDS 
Glyzerol 
Bromphenolblau 
Mercaptoethanol (frisch zugesetzt) 
 
Tabelle 3-13 Rezeptur für die Präparation homogener  Polyacrylamidgele 
Um eine gerade Gelkante zu erhalten, wurde das Trenngel nach dem Gießen mit 1 ml Isopropanol bis zur 
vollständigen Polymerisierung überschichtet. Nach Anzahl der Probenmenge wurden 15-er bzw. 20-er 
Kämme verwendet. Die Taschen wurden vor dem Auftragen mit Elektrophoresepuffer gewaschen. 
 Trenngel Sammelgel 
 10 % 4,5 % 
aqua dest. 6,25 ml 3,25 ml 
4x Trenngelpuffer 3,75 ml - 
4x Sammelgelpuffer - 1,25 ml 
Acryl-/Bisacrylamidlösung 5,0 ml 0,5 ml 
TEMED 7,5 µl 5 µl 
10 % APS 75 µl 30 µl 
Polymerisationszeit 15 Minuten 30 Minuten 
 
Für die Trennung von Proteinen wurde das diskontinuierliche Gelsystem 
(Laemmli, 1970) eingesetzt. Die Gelelektrophorese wurde in Elektrophoreseeinheiten 
(16,0 x 15,0 x 0,75 cm) der Firma Hoefer durchgeführt. Es wurden Trenngele mit einer 
Konzentration von 10 % bzw. 12,5 % Acrylamid und 4 %-ige Sammelgele verwendet. Die 
Proben wurden nach Bestimmung der Proteinkonzentration mit 5x Probenpuffer versetzt. 
Um ein ungleiches Laufverhalten im SDS-Gel infolge unterschiedlicher Probenvolumina 
zu verhindern, wurde das Gesamtvolumen der Proben auf ca. 70 µl mit Lysepuffer 
angeglichen. Für die Hitzedenaturierung wurden die Proben 5 Minuten bei 95°C inkubiert, 
kurz zentrifugiert (1 Minuten, 20.800 x g, 4°C) und  bis zum Auftragen auf ein PAA-Gel bei 
RT gelagert oder bei –20°C eingefroren. Die elektro phoretische Trennung der Proteine 
erfolgte bei 15 mA (Sammelgel) bzw. 35 mA (Trenngel) pro Gelkammer. Die Proteine im 
PAA-Gel wurden – falls erforderlich – mit Coomassie Brillantblau G250 gefärbt. 
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3.2.4.3 Westernblot (semi dry) 
Verwendete Reagenzien: 
Transferpuffer 20 % 
20 % 
 
Elektrophoresepuffer 
Methanol 
aqua dest. 
 
Nach erfolgter Trennung durch SDS-PAGE wurden die Proteine mittels semi-
dry Blotting nach Kyhse-Andersen (1984) auf eine Nitrozellulosemembran Hybond-
C Super (Amersham) transferiert. Dafür wurden die Membran sowie die zurecht 
geschnittenen Filterpapiere (GB 002, Schleicher & Schuell) in Transferpuffer equilibriert. 
Auf drei Lagen des auf der Anodenplatte des Blotters befindlichen, 
puffergetränkten Filterpapiers wurde die Membran gelegt. Über das danach aufgelegte 
Polyacrylamidgel wurden weitere drei Lagen Filterpapier (ebenfalls puffergetränkt) gelegt. 
Eventuell entstandene Luftblasen wurden durch vorsichtiges Rollen einer Glaspipette auf 
dem Stapel entfernt. Der Proteintransfer erfolgte für 2 Stunden bei 1 mA pro cm2 
Gelfläche. 
 
3.2.4.4 Immunologischer Nachweis 
Verwendete Reagenzien: 
1x TBS-T 25 mM 
150 mM 
0,05 % 
Tris-HCl, pH 8,0 
NaCl 
Tween 20 
Blockierungslösung 5 % 
1x 
Magermilchpulver 
TBS-T 
 
Um die Proteine immunologisch zu detektieren, wurde die Membran nach dem 
Transfer der Proteine in Blockierungslösung für 1 bis 2 h bei RT inkubiert. Anschließend 
wurde die Membran kurz mit TBS-T gewaschen, ü.N. bei 4°C mit dem primären 
Antikörper (in 5 % BSA in 1x TBS-T) inkubiert und abermals 3x 5 Minuten mit TBS-T 
gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation mit dem Biotin-gekoppelten sekundären 
Antikörper für 1 h. Nicht gebundener Antikörper wurde durch weitere Waschschritte 
(5x 8 Minuten mit TBS-T) entfernt. Alle Inkubations- und Waschschritte erfolgten – soweit 
nicht anders angegeben – unter leichtem Schütteln bei RT. 
Die Detektion wurde mit Hilfe des LumiGlo Systems (Firma) nach Angaben des 
Herstellers durchgeführt. 
 
3.2.4.5 Stripping und reprobing der Membran 
Verwendete Reagenzien: 
Stripping-buffer 62,5 mM 
2 % 
100 mM 
Tris-HCl, pH 6,8 
SDS 
Mercaptoethanol (frisch zugesetzt) 
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Die Membran konnte für den Nachweis verschiedener Proteine mit Hilfe der 
entsprechenden Antikörper mehrfach verwendet werden. Dafür ist es notwendig, dass die 
gebundenen Antikörper von der Membran gewaschen werden, um die Bindungsstellen für 
weitere Antikörper zugänglich zu machen. Für diesen Waschschritt wurde die Membran 
ca. 30 Minuten bei 50°C unter leichtem Schütteln in  Stripping-buffer inkubiert und danach 
4x 5 Minuten in 1x TBS-T gewaschen. Daran schloss sich die Inkubation der Membran für 
2 h bei RT in Blockierungslösung sowie die oben beschriebene Inkubation mit primärem 
und sekundärem Antikörper und die Detektion an. 
 
3.2.4.6 Kinase Assay 
Verwendete Reagenzien: 
Lysepuffer (1x) 20 mM 
150 mM 
1 mM 
1 mM 
1% 
2,5 mM 
1 mM 
1 mM 
1 µg/ml 
1 mM 
Tris-HCl, pH 7,5 
NaCl 
EDTA 
EGTA 
Triton X-100 
Na4P2O7 
β-Glycerophosphat 
Na3VO4 
Leupeptin 
PMSF 
Kinasepuffer (1x) 25 mM 
5 mM 
2 mM 
0,1 mM 
10 mM 
Tris-HCl (pH 7,5) 
β-Glycerophosphat 
DTT 
Na3VO4 
MgCl2 
 
Für die Zellernte wurden die Proben mit 300 µl 1x Lysepuffer versetzt und 5 
Minuten unter Schütteln inkubiert. Die teilweise abgelösten Zellen wurden vollständig von 
der Oberfläche abgeschabt, in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und 30 min bei 
20.800 g und 4°C zentrifugiert. 300 µg Gesamtprotei n (mit Lysepuffer auf gleiche 
Volumina gebracht) wurden mit 30 µl resuspendiertem immobilisiertem Phospho-p44/p42 
MAP Kinase (Thr202/Tyr204) monoklonalem Antikörper versetzt und unter sanftem 
Schütteln ü.N. bei 4°C inkubiert. Dabei wurden die im Lysat befindlichen phosphorylierten 
p42/p44 MAPK-Proteine an den immobilisierten Antikörper gebunden, konzentriert und 
bei weiteren Waschschritten zurückgehalten. 
Anschließend wurde der Ansatz zentrifugiert (5 Minuten, 500 g, 4°C) und 
zweimal mit je 500 µl 1x Lysepuffer sowie zweimal mit je 500 µl 1x Kinasepuffer 
gewaschen. Das Pellet wurde in 50 µl Kinasepuffer (supplementiert mit 200 µM ATP und 
2 µg Elk1-Fusionsprotein) resuspendiert und 30 Minuten bei 30°C im Thermoblock unter 
leichtem Schütteln inkubiert. Das Elk1-Fusionsprotein wurde als Substrat für die Phospho-
p42/p44 MAPK eingesetzt und von dieser unter ATP-Verbrauch phosphoryliert. Die 
Reaktion wurde mit 20 µl Proteinprobenpuffer gestoppt, der Ansatz 5 Minuten bei 95°C 
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inkubiert, kurz zentrifugiert und direkt für eine SDS-PAGE eingesetzt oder bis zur weiteren 
Verwendung bei –20°C eingefroren. 
 
3.2.4.7 Bestimmung der Mineralisation der Osteoblas ten 
Um den Kalzium- und Phosphat-Gehalt und damit den Mineralisationsgrad der 
Osteoblasten zu bestimmen, wurde das Kalzium und das Phosphat durch Inkubation der 
Zellen in 0,5 M HCl für 24 Stunden aus der Zellschicht herausgelöst und spektrophoto-
metrisch mittels Kalzium-Kit Nr. 587 (Sigma, Deisenhofen) bzw. (anorganischem) 
Phosphor-Kit Nr. 360-UV (Sigma, Deisenhofen) quantifiziert. Die Durchführung erfolgte 
nach Angaben des Herstellers. 
 
3.2.4.8 Bestimmung der spezifischen Aktivität der a lkalischen Phosphatase 
Verwendete Reagenzien: 
AP-Lysepuffer 1,5 mM 
1 mM 
1 mM 
1% 
0,1 mM 
1 mM 
Tris-HCl, pH 7,0 
ZnCl2 
MgCl2 
Triton X-100 
Aprotinin 
PMSF 
AP-Probenpuffer 0,1% 
100 mM 
Triton X-100 
Diethanolamin, pH 9,8 
Substratlösung 3,7 mM 
10 ml 
p-Nitrophenolphosphat 
AP-Probenpuffer 
NaOH 100 mM  
 
Für die Analyse der spezifischen Enzymaktivität der alkalischen Phosphatase, 
einem wichtigen Osteoblastenmarker, wurden die Zellen zunächst 5 Minuten mit AP-
Lysepuffer bei RT unter leichten Schütteln inkubiert. Das Zelllysat wurde in ein Eppendorf-
Reaktionsgefäß überführt und Zellkern– und Membranfragmente durch Zentrifugation für 
30 Minuten bei 20.800 g und 4°C (Zentrifuge) von de n Lysaten abgetrennt. Die 
Konzentration an gelöstem Gesamtprotein wurde unter Verwendung des Assays der 
Firma BioRad bestimmt. 
Die Bestimmung der Aktivität der alkalischen Phosphatase erfolgte durch 
Inkubation von 10 µl Lysat mit 100 µl Substratlösung in einer 96-well Mikrotiterplatte für 
30 min bei 37°C im Brutschrank. Die Reaktion wurde mit 100 µl 100 mM NaOH gestoppt. 
Das freigesetzte p-Nitrophenylat wurde spektroskopisch bei 405 nm gegen einen Leerwert 
(10 µl AP-Lysepuffer) bestimmt (ε=18,5 l/mmol*cm). 
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3.2.4.9 Zytochemische Färbung der alkalischen Phosp hatase 
Verwendete Reagenzien: 
Fixierlösung 25 ml 
65 ml 
8 ml 
Zitratlösung 
Azeton 
Formaldehyd (37 %) 
AP-Färbelösung 40 µl 
40 µl 
1,8 ml 
40 µl 
alkalische FRV-Lösung 
Natriumnitrit 
aqua dest. 
alkalische Naphthol AS-BI-Lösung 
 
Für die Färbung aktiver alkalischer Phosphatase wurden die Zellen in für 
Gewebekultur geeigneten Kammer-Objektträgern kultiviert, nach Beendigung der 
Kulturdauer zunächst mit PBS gewaschen und 30 bis 60 sec mit der Zitrat-Azeton-
Formaldehyd-Lösung fixiert. Anschließend wurden die Zellen wieder mit PBS gewaschen. 
Dann erfolgte der Färbeschritt. Dafür wurden die Zellen 1 h bei 37°C lichtgeschützt mit 
etwa 500 µl AP-Färbelösung pro well inkubiert und danach wieder mit PBS gewaschen. 
Die luftgetrockneten Zellen wurden nach Entfernung der Kammerumrandung 
lichtmikroskopisch untersucht. 
 
3.2.5 Statistische Auswertung 
Die Ergebnisse wurden mit Hilfe des t-Tests (ungepaart) (Programm: GraphPad 
Prism) auf ihre Signifikanz geprüft. 
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4 Ergebnisse 
4.1 Einfluss von Transforming growth factor- β1 und Bone 
morphogenetic protein-4 auf die Phosphorylierung un d 
Aktivierung von Kinasen in Ratten-Calvaria-Osteobla sten 
4.1.1 Transforming growth factor- β1 
4.1.1.1 Stimulation mit Transforming growth factor- β1 während der 
Proliferationsphase 
Ratten-Calvaria-Osteoblasten (RCA) wurden am Kulturtag vier mit 
Hungermedium (HM) und TGF-β1 behandelt. Nach den angegebenen Zeiten wurden die 
Zellen lysiert und nach der Proteinbestimmung für die SDS-PAGE vorbereitet. Nach 
elektrophoretischer Auftrennung der Proteine erfolgte der Proteintransfer mittels 
Westernblot auf eine Membran und der immunologische Nachweis von Phospho-Erk1/2, 
Phospho-Smad1 und Phospho-Smad2. 
 Kontrolle TGF-β1 
Zeit [h] 1 2 4 8 24 1 2 4 8 24 
A 
Phospho-Erk1 → 
Phospho-Erk2 → 
B Phospho-Smad1 → 
 
C Phospho-Smad2 → 
Abbildung 4-1 Einfluss von TGF- β1 auf die Phosphorylierung Erk1/2, Smad1 und Smad2 im 
Kurzzeitexperiment 
RCA wurden ab Tag 4 mit HM, supplementiert mit TGF-β1, für die angegebenen Zeiten inkubiert. Je 50 µg 
Protein wurden in einer SDS-PAGE (10 %-iges Gel) aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und mit Hilfe 
der Antikörper gegen Phospho-Erk1/2 (A), Phospho-Smad1 (B) und Phospho-Smad2 (C) analysiert. Die mit * 
markierte Bande entspricht Phospho-Smad1 gemäß des Molekulargewichtes. 
 
In Abbildung 4-1 sind die Ergebnisse der Westernblot-Analyse dargestellt. Die 
Behandlung der Osteoblasten mit 0,2 nM TGF-β1 führte bereits nach 2 Stunden zu einer 
starken Induktion der Erk1/2-Phosphorylierung (A). Diese hielt bis zu 8 Stunden an und 
ging nach 24 Stunden wieder auf das Kontrollniveau zurück. TGF-β1 führte eine Stunde 
nach Behandlung zur Phosphorylierung von Smad1 (B). Bereits nach 4 h erreichte die 
Phosphorylierungsintensität wieder das Kontrollniveau. Die Stimulation mit TGF-β1 
Ergebnisse 
36 
induzierte die Phosphorylierung von Smad2 (C). Das Maximum wurde nach einer Stunde 
detektiert. 
 
4.1.1.2 Stimulation mit Transforming growth factor- β1 während der 
Differenzierungs- und Mineralisationsphase 
Um den Einfluss der beiden Wachstumsfaktoren TGF-β1 und BMP-4 auf den 
Aktivitätsverlauf von Erk1/2 zu untersuchen, wurden die Osteoblasten in 
Mineralisationsmedium kultiviert und einmalig am Tag 4 bzw. bei jedem Medienwechsel 
wurde dem Medium 0,2 nM TGF-β1 zugesetzt. Nach Beendigung der Kultivierung zu den 
angegebenen Zeiten wurden die Proben lysiert und ein Kinase Assay (siehe 3.2.4.6) 
durchgeführt. Die daraus resultierenden Proben wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt, 
auf eine Membran transferiert und mit Hilfe des Phospho-Elk1-Antikörpers immunologisch 
detektiert. 
Zeit [d] 4 8 11 15 18 22 25 29  
A Phospho-Elk1 →  
B Phospho-Elk1 → 
 
 
 
C Phospho-Elk1 →  
Abbildung 4-2 Aktivität von Erk1/2 in RCA, kultivie rt in MM, supplementiert mit TGF- β1 
RCA wurden zur Kontrolle ohne Wachstumsfaktoren (A) kultiviert bzw. einmalig an Tag 4 (B) oder bei jedem 
Medienwechsel (C) mit TGF-β1 behandelt. Die aus dem Kinase Assay resultierenden Proben wurden mit 
Proteinprobenpuffer 5 min bei 95°C inkubiert, in ein er SDS-PAGE (10 %-iges Gel) aufgetrennt, auf eine 
Membran transferiert und mit dem Antikörper gegen Phospho-Elk1 analysiert. 
 
In Abbildung 4-2 ist die Westernblot-Analyse zur Aktivitätsbestimmung von 
Erk1/2 dargestellt. Während der Differenzierung der RCA in Gegenwart von β-
Glycerophosphat und Ascorbat (MM) wurde die Aktivität von Erk1/2 nach 11 Tagen in 
Kultur langsam erhöht und erreichte am Tag 15 ihren Höhepunkt. Am Tag 18 sank diese 
Aktivität auf das Basalniveau zurück und stieg zum Tag 29 langsam wieder an. Die 
einmalige Stimulation mit TGF-β1 resultierte in einem ersten Maximum der Erk1/2-
Aktivität am Tag 8 und einem zweiten am Tag 18 (B). Bei andauernder Behandlung mit 
TGF-β1 (C) reagierte Erk1/2 mit einem ersten Aktivitätspeak nach acht Tagen und einem 
weiteren Peak nach 15 Tagen. Im weiteren Verlauf der Kultur ging die Aktivität von Erk1/2 
auf das Ausgangsniveau zurück. 
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4.1.2 Bone morphogenetic protein-4 
4.1.2.1 Stimulation mit Bone morphogenetic protein- 4 während der 
Proliferationsphase 
Für die Analyse des Einflusses von BMP-4 auf die Phosphorylierung von Erk1, 
Erk2, Smad1 und Smad2 wurden die Zellen wie unter 4.1.1.1 beschrieben behandelt. 
 Kontrolle BMP-4 
Zeit [h] 1 2 4 8 24 1 2 4 8 24 
A Phospho-Erk1 → 
Phospho-Erk2 →  
B Phospho-Smad1 → 
C Phospho-Smad2 → 
Abbildung 4-3 Einfluss von BMP-4 auf die Phosphoryl ierung von Erk1/2, Smad1 und Smad2 
im Kurzzeitexperiment 
RCA wurden ab Tag 4 mit HM, supplementiert mit BMP-4, für die angegebenen Zeiten inkubiert. Je 50 µg 
Protein wurden in einer SDS-PAGE (10 %-iges Gel) aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und mit Hilfe 
der Antikörper gegen Phospho-p42/p44 MAPK (A), Phospho-Smad1 (B) und Phospho-Smad2 (C) analysiert. 
Die mit * markierte Bande entspricht Phospho-Smad1 gemäß des Molekulargewichtes. 
 
Die Ergebnisse der Westernblot-Analysen sind in Abbildung 4-3 gezeigt. Die 
Inkubation der Zellen mit 4 nM BMP-4 führte dazu, dass die Phosphorylierung von Erk1/2 
(A) im Vergleich zur Kontrolle um etwa 50 % gehemmt war, ansonsten jedoch einen 
ähnlichen Verlauf wie die Kontrolle zeigte. Die Stimulation mit BMP-4 führte zu einer 
Phosphorylierung von Smad1 (B) mit einem Maximum nach einer Stunde. Bis acht 
Stunden nach Stimulation konnte eine Phosphorylierung von Smad1 detektiert werden. 
Nach der Behandlung mit BMP-4 konnte keine Phosphorylierung von Smad2 (C) 
beobachtet werden. 
 
4.1.2.2 Stimulation mit Bone morphogenetic protein- 4 während der 
Differenzierungs- und Mineralisationsphase 
Die RCA wurden wie unter 4.1.1.2 beschrieben behandelt und ab Tag 4 
entweder einmalig oder bei jedem Medienwechsel mit BMP-4 inkubiert. Anschließend 
wurde ein Kinase Assay und eine Westernblotanalyse durchgeführt. Der immunologische 
Nachweis erfolgte mit dem Phospho-Elk1 Antikörper. 
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Zeit [d] 4 8 11 15 18 22 25 29  
A Phospho-Elk1 →  
B Phospho-Elk1 →  
C Phospho-Elk1 →  
Abbildung 4-4 Aktivität von Erk1/2 in RCA, kultivie rt in MM, supplementiert mit BMP-4 
RCA wurden zur Kontrolle ohne Wachstumsfaktoren (A) kultiviert oder einmalig an Tag 4 (B) bzw. bei jedem 
Medienwechsel (C) mit BMP-4  behandelt. Die aus dem Kinase Assay resultierenden Proben wurden mit 
Proteinprobenpuffer 5 min bei 95°C inkubiert, in ein er SDS-PAGE (10 %-iges Gel) aufgetrennt, auf eine 
Membran transferiert und mit dem Antikörper gegen Phospho-Elk1 analysiert. 
 
Abbildung 4-4 stellt die Westernblotanalyse der Kinaseaktivitätsbestimmung 
dar. In Osteoblasten, die einmalig an Tag 4 mit BMP-4 inkubiert wurden, stieg die Aktivität 
von Erk1/2 am Tag 11 langsam an und erreichte am Tag 15 ihr Maximum (B). Am Tag 18 
konnte nur eine Aktivität in Höhe des Basalniveau detektiert werden und ein zweites 
Maximum am Tag 22. Die dauerhafte Behandlung mit BMP-4 (C) führte zu einem Anstieg 
der Aktivität von Erk1/2 bis Tag 8, resultierte in einer Reduktion der Erk1/2-Aktivität am 
Tag 11 und führte dann wieder zu einem steten Anstieg der Aktivität, die ein Maximum am 
Tag 18 erreichte. Anschließend fiel die Aktivität von Erk1/2 auf das Ausgangsniveau 
zurück, um ein weiteres Maximum am Tag 29 zu erreichen. 
 
4.1.3 Gleichzeitige Behandlung mit beiden Wachstums faktoren 
4.1.3.1 Gleichzeitige Stimulation mit Transforming growth factor- β1 und Bone 
morphogenetic protein-4 während der Proliferationsp hase 
Um den Einfluss von TGF-β1 und BMP-4 gleichzeitig auf die Phosphorylierung 
von Erk1, Erk2, Smad1 und Smad2 zu analysieren, wurden die Zellen wie unter 4.1.1.1 
beschrieben stimuliert. 
Bei der gleichzeitigen Behandlung mit beiden Wachstumsfaktoren (Abbildung 
4-5) ist der Phosphorylierungsverlauf von Erk1 und Erk2 (A) mit dem von TGF-β1 
(Abbildung 4-1 A) vergleichbar. Die Inkubation mit beiden Wachstumsfaktoren führte zu 
einer Induktion der Phosphorylierung von Erk1/2. Diese hielt 4 Stunden an und ging nach 
24 Stunden wieder auf das Kontrollniveau zurück. Im Vergleich zur Stimulation mit TGF-β 
allein fiel die Phosphorylierung nicht so stark aus. Die Inkubation mit beiden 
Wachstumsfaktoren führte zu einer Phosphorylierung von Smad1 (B) und Smad2 (C), die 
in ihrer Stärke und ihrem Verlauf ebenfalls der von TGF-β1 allein entsprach. 
Ergebnisse 
39 
 Kontrolle TGF-β1/BMP-4 
Zeit [h] 1 2  4 8 24 1 2 4 8 24 
A Phospho-Erk1 → 
Phospho-Erk2 → 
 
B Phospho-Smad1 → 
C Phospho-Smad2 → 
Abbildung 4-5 Einfluss von TGF- β1 und BMP-4 gleichzeitig auf die Phosphorylierung v on 
Erk1/2, Smad1 und Smad2 im Kurzzeitexperiment 
Osteoblasten wurden ab Tag 4 mit HM, supplementiert mit TGF-β1 und BMP-4, für die angegebenen Zeiten 
inkubiert. Je 50 µg Protein wurden in einer SDS-PAGE (10 %-iges Gel) aufgetrennt, auf eine Membran 
transferiert und mit Hilfe der Antikörper gegen Phospho-Erk1/2 (A), Phospho-Smad1 (B) und Phospho-
Smad2 (C) analysiert. Die mit * markierte Bande entspricht Phospho-Smad1 gemäß des Molekulargewichtes. 
 
4.2 Einfluss von Transforming growth factor- β1 und Bone 
morphogenetic protein-4 auf die Differenzierung von  
Ratten-Calvaria-Osteoblasten 
4.2.1 Bestimmung der spezifischen Enzymaktivität de r alkalischen 
Phosphatase 
Im Verlauf der Differenzierung von Osteoblasten steigt die Aktivität der 
alkalischen Phosphatase (ALP) an, weshalb sie als wichtiges Differenzierungskriterium 
angesehen wird. Für die Untersuchung der spezifischen Enzymaktivität der ALP wurden 
die Osteoblasten ab Kulturtag 4 mit MM kultiviert. Um den Einfluss der 
Wachstumsfaktoren auf die ALP zu analysieren, wurden die Zellen zum Einen einmalig an 
Tag vier und zum Anderen bei jedem Medienwechsel (zweimal pro Woche) mit TGF-β1 
und/oder BMP-4 stimuliert. Am Tag 11 erfolgte die Bestimmung der spezifischen 
Enzymaktivität der ALP. 
Wie in Abbildung 4-6 dargestellt ist, führte die Inkubation der RCA mit TGF-β1 
zu einer Verringerung der spezifischen enzymatischen Aktivität der ALP. Im Falle der 
einmaligen Stimulation betrug die Aktivitätsabnahme 50 % und im Falle der mehrmaligen 
Stimulation 75 % im Vergleich zur Kontrolle. In Osteoblasten, die einmalig an Tag 4 mit 
BMP-4 stimuliert wurden, stieg die spezifische Enzymaktivität der ALP dagegen auf etwa 
das 1,8-fache, bei der mehrmaligen Behandlung mit BMP-4 auf das 2,5-fache der Aktivität 
der Kontrolle. Bei gleichzeitiger Stimulation der Zellen mit TGF-β1 und BMP-4 sank die 
spezifische enzymatische Aktivität der ALP bei der einmaligen Behandlung auf etwa 62 % 
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und bei der Stimulation bei jedem Medienwechsel auf etwa 60 % im Vergleich zur 
Kontrolle. 
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Abbildung 4-6 Enzymatische Aktivität der alkalische n Phosphatase 
RCA wurden ab Kulturtag 4 mit MM behandelt. Die Stimulation mit TGF-β1 und BMP-4 erfolgte entweder 
einmalig bei dem ersten (helle Balken) oder bei jedem Medienwechsel (dunkle Balken). Am Tag 11 wurde die 
spezifische Enzymaktivität der ALP bestimmt. Dabei wurde die Freisetzung von p-Nitrophenylat aus p-
Nitrophenolphosphat durch die ALP photometrisch bei 405 nm bestimmt. Die Kontrolle (gelber Balken) wurde 
an beiden Tagen nur in MM kultiviert (MW±SD, N=3; **…p<0,01, ***…p<0,005). 
 
4.2.2 Zytochemische Färbung der alkalischen Phospha tase 
Die Aktivität der alkalischen Phosphatase kann auch durch zytochemische 
Färbung nachgewiesen werden. Dafür wurden die RCA auf für Gewebekultur geeigneten 
Kammer-Objektträgern ausgesät. Ab dem vierten Kulturtag wurden die Zellen mit MM und 
den entsprechenden Wachstumsfaktoren kultiviert. Elf Tage nach Aussaat erfolgte die 
zytochemische Färbung. 
Abbildung 4-7 zeigt, dass etwa 50 % der RCA, die mit Mineralisationsmedium 
(A) behandelt wurden, eine rote Pigmentierung aufwiesen. Mit TGF-β1 (B) behandelte 
Zellen zeigten nahezu keine Rotfärbung; der Anteil der Zellen mit aktiver ALP liegt unter 
5 %. Zellen, die mit BMP-4 (C) inkubiert wurden, wiesen im mikroskopischen Bild zu etwa 
100 % eine Rotfärbung auf. Die Behandlung mit beiden Wachstumsfaktoren gleichzeitig 
(D) führte dazu, dass im mikroskopischen Bild etwa 5-10 % der Zellen eine rote 
Pigmentierung aufwiesen. Damit produzierten weniger Zellen aktive ALP als bei der 
Kontrolle. 
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Abbildung 4-7 Zytochemische Färbung der aktiven alk alischen Phosphatase 
Die RCA wurden ab Kulturtag 4 mit MM (A) behandelt und mit TGF-β1 (B), BMP-4 (C) und beiden 
Wachstumsfaktoren gleichzeitig (D) stimuliert. Am Tag 11 erfolgte die zytochemische Färbung der ALP. Dabei 
wird Naphthol AS-BI-Phosphat von aktiver ALP zu Naphthol AS-BI und Phosphat umgesetzt. Naphthol AS-BI 
wiederum verbindet sich mit Fast Red Violet B Salz (FRV) zu einem rot-violetten Pigment. 
(Naphthol AS-BI-Phosphat = 7-Bromo-3hydroxy-2-naphthol-o-anisidid-Phosphat, Naphthol AS-BI = 6-Bromo-2-
hydroxy-3naphtholsäure-2-methoxyanilid, siehe Sigma, Deisenhofen) 
 
4.2.3 Analyse der alkalischen Phosphatase auf trans kriptioneller Ebene 
Für die Bestimmung des RNA-Gehaltes der ALP wurden die Zellen ab dem 
vierten Kulturtag mit MM, sowie den Wachstumsfaktoren TGF-β1, BMP-4 und beiden 
gleichzeitig behandelt. An den Tagen 4, 8, 11 und 15 wurde die Gesamt-RNA isoliert und 
diese mit reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Die cDNA wurde als Template 
für eine Standard-PCR mit den Primern ALPfor und ALPrev sowie als Kontrolle GAPDHfor 
und GAPDHrev eingesetzt. Die PCR-Produkte wurden in einem Agarosegel aufgetrennt 
und mit Ethidiumbromid unter UV-Licht visualisiert. 
In Abbildung 4-8 ist die Analyse der ALP-mRNA dargestellt. Die Inkubation der 
RCA mit TGF-β1 führte zu einer Verringerung des mRNA-Gehalts um etwa 80 % im 
Vergleich zur Kontrolle sowohl am Tag 8 als auch am Tag 11. Am Tag 15 betrug die 
Reduktion des mRNA-Gehalts immerhin noch 50 %. In Osteoblasten, die mit BMP-4 
stimuliert wurden, stieg der mRNA-Gehalt der ALP dagegen auf etwa das 2,3-fache (d8) 
bzw. 1,6-fache (d11) der Kontrolle. Am Tag 15 konnte kein gesteigerter mRNA-Gehalt 
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detektiert werden. Wurden die Zellen mit TGF-β1 und BMP-4 gleichzeitig stimuliert, so 
sank der mRNA-Gehalt der ALP auf etwa 50 % (d8) bzw. 40 % (d11 und 15). 
  Kontrolle TGF-β1 BMP-4 TGF-β1/BMP-4 
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Abbildung 4-8 Analyse der alkalischen Phosphatase a uf RNA-Ebene 
Die RCA wurden ab Kulturtag 4 mit MM behandelt. Die Stimulation mit TGF-β1 und BMP-4 erfolgte bei jedem 
Medienwechsel. An den entsprechenden Tagen wurden Proben genommen. Anschließend erfolgte die 
Isolation von Gesamt-RNA, das Umschreiben in cDNA mittels reverser Transkriptase und eine Standard-PCR 
mit den entsprechenden Primern. Die PCR-Produkte wurden über ein Agarosegel aufgetrennt und die DNA-
Banden konnten mit Ethidiumbromid unter UV-Licht visualisiert werden (A). Die obere Bande entspricht dem 
GAPDH-Fragment, das als Vergleichskontrolle mitgeführt wurde, die untere Bande entspricht dem ALP-
Fragment. Im Diagramm ist die semiquantitative Auswertung der PCR gezeigt (B). Dafür wurden die 
Intensitäten der einzelnen Banden densitometrisch bestimmt und das Verhältnis von rALP zu rGAPDH 
berechnet (MW±SD, N=2; *…p<0,05, **…p<0,01). 
 
4.3 Bedeutung von Erk1/2, Smad1 und Smad2 für die A ktivität 
der alkalischen Phosphatase 
4.3.1 Hemmung der Erk1/2-Phosphorylierung mit dem I nhibitor PD98059 
Der Inhibitor PD98059 wirkt auf die MEK, einer vorgeschalteten Kinase von 
Erk1/2. Er verhindert die Phosphorylierung von Erk1/2 und unterbricht dadurch die 
Signalweitergabe in den Kern. PD98059 wirkt also nur indirekt auf Erk1/2. 
RCA wurden ab Kulturtag vier in MM mit dem Inhibitor PD98059 kultiviert. Zwei 
Stunden nach Zugabe des Inhibitors wurden die Zellen mit TGF-β1 und BMP-4 stimuliert. 
Am Kulturtag acht erfolgte eine Behandlung entweder nur mit MM (einmalige Behandlung) 
oder wieder mit dem Inhibitor und/oder den Wachstumsfaktoren. 
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Abbildung 4-9 Aktivität der alkalischen Phosphatase  nach Behandlung der Zellen mit dem 
MEK-Inhibitor PD98059 
Osteoblasten wurden ab Kulturtag 4 mit MM behandelt. Außerdem wurden die Zellen entweder einmalig am 
Tag 4 oder bei jedem MW mit dem MEK-Inhibitor PD98059 und 2 h später mit den Wachstumsfaktoren 
stimuliert. Am Tag 11 erfolgte die quantitative Bestimmung der Aktivität der alkalischen Phosphatase. Die 
Kontrolle (-) (gelber Balken) wurde in MM kultiviert (MW±SD, N=3; **…p<0,01, ***…p<0,005). 
 
Wie in Abbildung 4-9 zu sehen ist, wirkte sich die einmalige Behandlung der 
Zellen mit dem MEK-Inhibitor PD98059 kaum auf die Aktivität der alkalische Phosphatase 
in RCA aus. Sowohl in der Kontrolle als auch bei der Behandlung mit TGF-β1 war 
zwischen der Kultivierung ohne und mit dem Inhibitor am Tag 4 kaum ein Unterschied zu 
beobachten. Auch in Kombination mit PD98059 führte TGF-β1 zu einer Reduktion der 
Aktivität der alkalischen Phosphatase. Die einmalige Stimulation mit BMP-4 führte in 
beiden Fällen zu einer Erhöhung der Aktivität der alkalischen Phosphatase, bei einer 
gleichzeitigen Behandlung mit PD98059 am Tag 4 fiel diese Erhöhung 30 % geringer aus 
als mit BMP-4 allein. Die Stimulation mit beiden Wachstumsfaktoren gleichzeitig führte zu 
einer Verringerung der Aktivität der ALP sowohl mit als auch ohne MEK-Inhibitor. Auch 
hier überwog der TGF-β-Effekt. 
Die mehrmalige Behandlung der RCA mit PD98059 führte zu einer Erhöhung 
der Aktivität der ALP um etwa 75% im Vergleich zur Kontrolle (MM). Nach mehrmaliger 
Behandlung mit TGF-β1 konnte eine Reduktion der ALP-Aktivität um etwa 80 % 
beobachtet werden, in Verbindung mit PD98059 wurde eine Reduktion der ALP-Aktivität 
um 50 % detektiert. Nach gleichzeitiger Inkubation der Zellen mit BMP-4 und dem Inhibitor 
PD98059 wurde eine Erhöhung der spezifischen Enzymaktivität der ALP um etwa das 5-
Ergebnisse 
44 
fache zur Kontrolle gemessen, in mit BMP-4 allein behandelten Zellen stieg die ALP-
Aktivität um das etwas 2-fache zur Kontrolle. Nach der mehrmaligen Inkubation mit beiden 
Wachstumsfaktoren, wiesen die Zellen eine um etwa 50 % geringere ALP-Aktivität auf als 
in der unbehandelten Kontrolle. In Kombination mit dem MEK-Inhibitor konnte ein Anstieg 
der ALP-Aktivität um mehr als das doppelte beobachtet werden. 
 
4.3.2 Herunterregulierung des mRNA-Gehaltes von ERK1/2, SMAD1 und SMAD2 
durch Transfektion der Osteoblasten mit siRNA 
4.3.2.1 Wirkung der siRNA auf den mRNA-Gehalt von E RK1/2, SMAD1 und 
SMAD2 
Um zu untersuchen, ob siRNA spezifisch für Erk1/2, Smad1 und Smad2 zu 
einem knock down der homologen mRNA in RCA führt, wurden die Zellen vier Tage nach 
Aussaat mit siRNA transfiziert (3.2.3.4). Nach den angegebenen Zeiten wurden Proben 
genommen, aus denen zunächst die Gesamt-RNA isoliert wurde, die mittels reverser 
Transkriptase in cDNA umgeschrieben und in einer Standard-PCR mit den 
entsprechenden Primern (siehe 3.1.10) amplifiziert wurde. Die Amplifikate wurden in 
einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und unter UV-Licht mit Ethidiumbromid 
visualisiert. 
In Abbildung 4-10 ist die quantitative Auswertung der PCR nach 
elektrophoretischer Trennung im Agarosegel dargestellt. Die Transfektion der RCA mit 
siRNA homolog zu Erk1 (A) führte zu einem knock down der Erk1-mRNA um ca. 60 %. In 
Erk2-siRNA transfizierten Zellen wurde eine Reduktion des Gehaltes an Erk2-mRNA (A) 
um etwa 40 % im Vergleich zur Kontrolle detektiert. Nach der Transfektion mit siRNA, die 
homolog zu Smad1 bzw. Smad2 war, betrug die Reduktion des mRNA-Gehaltes von 
Smad1 (B) ca. 30 % und von Smad2 (B) etwa 80 %. 
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Abbildung 4-10 Bestimmung des RNA-Gehaltes nach Tra nsfektion der RCA mit siRNA 
Die Osteoblasten wurden am Kulturtag 4 mit siRNA, homolog zur Erk1- und Erk2- (A) bzw. Smad1- und 
Smad2-mRNA (B) transfiziert. Nach 24 h, 48 h, 72 h und 96 h wurde die Gesamt-RNA isoliert, die mRNA 
wurde in cDNA mittels RT-PCR umgeschrieben und schließlich in einer Standard-PCR mit den 
entsprechenden Primern amplifiziert. Die PCR-Fragmente wurden in einem Agarosegel elektrophoretisch 
aufgetrennt und unter UV-Licht mit Hilfe von Ethidiumbromid visualisiert. Die Intensität der DNA-Banden 
wurde densitometrisch ausgewertet. 
 
4.3.2.2 Wirkung der siRNA auf den Protein-Gehalt vo n Erk1/2, Smad1 und Smad2 
Für die Analyse des Einflusses des mRNA-knock downs nach siRNA 
Transfektion auf den Gehalt der Proteine Erk1/2, Smad1 und Smad2 wurden die Zellen 
vier Tage nach Aussaat mit siRNA transfiziert. Nach 24, 48, 72 und 96 h wurden die 
Proben lysiert. Die in einer SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden 
mittels Westernblot auf eine Membran transferiert und mit spezifischen Antikörpern 
analysiert. 
Abbildung 4-11 zeigt die quantitative Analyse der Westernblots. Die 
Transfektion der RCA mit siRNA führte zu einer Verringerung des Erk1-Proteingehaltes 
durchschnittlich um 60 % im Vergleich zur Kontrolle. Der Gehalt an Erk2 betrug nach der 
Transfektion etwa 60 %. Für Smad1 konnte ein knock down um etwa 80 % detektiert 
werden. Die siRNA-Transfektion reduzierte den Gehalt an Smad2 nach 24 h um 30 % und 
ab 48 h um 60 %. In allen vier Fällen zeigte die siRNA ihre Wirksamkeit auch auf 
Proteinebene. 
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Abbildung 4-11 Westernblot-Analyse nach Transfektio n der RCA mit siRNA 
Die Osteoblasten wurden am Kulturtag 4 mit siRNA, homolog zur Erk1- und Erk2- (A) bzw. Smad1- und 
Smad2-mRNA (B) transfiziert. Nach 24 h, 48 h, 72 h und 96 h wurden die Zellen lysiert, je 50 µg Protein 
wurden in einer SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt, mittels Westernblot auf eine Membran transferiert 
und mit Hilfe der spezifischen Antikörpern p42/p44 MAPK (A), Smad1 und Smad2 (B) detektiert. 
 
4.3.2.3 Aktivität der alkalischen Phosphatase nach Transfektion der Osteoblasten 
mit siRNA homolog zu ERK1/2, SMAD1 und SMAD2 
Inwieweit der knock down der Proteine Erk1, Erk2, Smad1 und Smad2 
Auswirkungen auf die Aktivität der ALP in RCA zeigt, wurde durch die Transfektion der 
Zellen mit der entsprechenden siRNA analysiert. Dabei wurden die Zellen einmalig an 
Tag 4, einmalig an Tag 8 oder an beiden Tagen transfiziert und ab Tag 4 in MM kultiviert. 
In Abbildung 4-12 ist die Bestimmung der Aktivität der ALP in RCA nach 
Transfektion mit siRNA dargestellt. Die Kontrolle MM wurde über die gesamte Kulturdauer 
in Mineralmedium kultiviert. Proben, die nur mit dem Transfektionsmix (ohne siRNA) 
behandelt wurden (Kontrolle TM), zeigten eine Reduktion der Aktivität der ALP um etwa 
25 % nach einmaliger Transfektion (Tag 4 oder 8) und um 50 % nach zweimaliger 
Transfektion (Tag 4 und 8). Die Transfektion mit Erk1-siRNA führte zu einer Reduktion der 
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ALP-Aktivität um 50 % (Tag 4), 60 % (Tag 8) und mehr als 85 % (Tag 4 und 8) im 
Vergleich zur Kontrolle (MM). Werden zum Vergleich die Werte für die Kontrolle TM 
herangezogen, so beträgt die Reduktion der ALP-Aktivität 30 %, 40 % und 70 %. Nach 
der Transfektion mit Erk2-siRNA zeigten die RCA eine um 40 % (Tag 4), 60 % (Tag 8) 
und 80 % (Tag 4 und 8) verringerte ALP-Aktivität. Das ist eine Reduktion um 30 %, 60 % 
und 50 % im Vergleich zur Kontrolle TM. In RCA, die einmalig an Tag 4 bzw. Tag 8 mit 
Smad1-siRNA transfiziert wurden, konnte eine Reduktion der ALP-Aktivität um 40 % 
beobachtet werden. Die Reduktion betrug etwa 80 %, nachdem die Zellen sowohl an Tag 
4 als auch an Tag 8 transfiziert wurden. Im Vergleich zur Kontrolle TM beträgt die 
Reduktion 15 bzw. 10 % (nach einmaliger Transfektion) und 50 % (nach Transfektion an 
Tag 4 und 8). Eine um 50 % verringerte ALP-Aktivität konnte in RCA bestimmt werden, 
die einmalig an Tag 4 oder Tag 8 mit Smad2-siRNA transfiziert wurden. Nach 
Transfektion an beiden Tagen betrug die Reduktion der ALP-Aktivität 70 %. Im Vergleich 
zur Kontrolle TM berechnen sich 35 bzw. 25 % für die einmalige und 50 % für die 
zweimalige Transfektion. 
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Abbildung 4-12 Aktivität der alkalischen Phosphatas e nach Transfektion der Zellen mit 
siRNA 
RCA wurden ab Kulturtag 4 mit MM behandelt. Außerdem wurden die Zellen am Tag 4 oder 8 oder an beiden 
Tagen mit siRNA transfiziert. Am Tag 11 erfolgte die quantitative Bestimmung der Aktivität der alkalischen 
Phosphatase. (MW±SD, N=3; **…p<0,01, ***…p<0,005) 
 
Um die Bedeutung von Erk1/2 für die ALP genauer zu untersuchen, wurden 
RCA am Tag 4 und 8 nach Aussaat mit Erk1- und Erk2-siRNA gleichzeitig transfiziert. 
Abbildung 4-13 zeigt die Bestimmung der spezifischen Aktivität der ALP in RCA 
am Tag 11. Nach der Kotransfektion von Erk1- und Erk2-siRNA wurde eine Reduktion der 
ALP-Aktivität um etwa 70 % im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle beobachtet. Es 
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wurde kein Unterschied zur ALP-Aktivität von Zellen, die nur mit siRNA homolog entweder 
zu Erk1 oder zu Erk2 transfiziert wurden, gefunden. 
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Abbildung 4-13 Aktivität der alkalischen Phosphatas e nach Transfektion der Zellen mit 
siRNA homolog zu Erk1 und Erk2 
RCA wurden ab Kulturtag 4 mit MM behandelt. Außerdem wurden die Zellen am Tag 4 und 8 mit siRNA 
homolog zu Erk1 und Erk2 transfiziert. Am Tag 11 erfolgte die quantitative Bestimmung der Aktivität der 
alkalischen Phosphatase. (MW±SD, N=3; ***…p<0,005) 
 
Um die Bedeutung von Erk1/2, Smad1 und Smad2 für die TGF-β1-induzierte 
Reduktion und die BMP-4-induzierte Erhöhung der ALP-Aktivität zu untersuchen, wurden 
RCA zwei Stunden nach Transfektion mit siRNA am Tag 4 und 8 mit TGF-β1 und BMP-4 
behandelt und ab Tag 4 in MM kultiviert. 
Es konnte beobachtet werden, dass die Transfektion mit siRNA homolog zu 
Erk1, Erk2, Smad1 und Smad2 keinen Einfluss auf die TGF-β1-induzierte Reduktion der 
ALP-Aktivität aufwies (Abbildung 4-14). Die BMP-4-induzierte Erhöhung der ALP-Aktivität 
wurde nach der Transfektion von Erk1-siRNA etwa vervierfacht, nach der Transfektion 
von Erk2-siRNA etwa verachtfacht und nach der Transfektion von Smad1- und Smad2-
siRNA etwa verdoppelt. 
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Abbildung 4-14 Aktivität der alkalischen Phosphatas e nach Transfektion der Zellen mit 
siRNA und Behandlung mit Wachstumsfaktoren 
RCA wurden ab Kulturtag 4 mit MM behandelt. Außerdem wurden die Zellen am Tag 4 und 8 zwei Stunden 
nach Transfektion mit siRNA mit TGF-β1 und BMP-4 behandelt. Am Tag 11 erfolgte die quantitative 
Bestimmung der Aktivität der alkalischen Phosphatase. (MW±SD, N=3, *…p<0,05, **…p<0,01, ***…p<0,005) 
Für einen besseren Überblick wurde nicht die spezifische Aktivität der ALP angegeben, sondern die Werte in 
Prozent umgerechnet. Dabei gelten die mit Wachstumsfaktoren unbehandelten Proben als interne Kontrollen 
und wurden auf 100 % gesetzt. 
 
4.4 Mineralisation von Ratten-Calvaria-Osteoblasten  
4.4.1 Bestimmung der Kalzium- und Phosphatakkumulat ion 
Ein wichtiger Schritt während der Differenzierung von Osteoblasten ist die 
Bildung einer extrazellulären Matrix (ECM), die im Verlauf der Differenzierung durch die 
Abscheidung von Kalzium und Phosphat mineralisiert wird. Die Menge des 
zellassoziierten Kalziums und Phosphats wurde als Maß für die Mineralisierung am 
Tag 25 der Kultur quantitativ bestimmt. 
Die Inkubation der Zellen mit TGF-β1 über die gesamte Kulturdauer resultierte 
in einer fehlenden Akkumulation von sowohl Kalzium als auch Phosphat (Abbildung 4-15). 
Die Behandlung der RCA mit BMP-4 über die gesamte Kulturdauer führte zu einer 
Erhöhung der Kalzium- bzw. Phosphatakkumulation um etwa 34 % bzw. 57 % im 
Vergleich zur Kontrolle. Bei der Behandlung mit beiden Wachstumsfaktoren gleichzeitig 
konnte ebenfalls keine Kalzium- und Phosphatakkumulation nachgewiesen werden. 
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Abbildung 4-15 Bestimmung der zellulären Kalzium- u nd Phosphatakkumulation 
Die Osteoblasten wurden ab Kulturtag 4 und bei jedem weiteren Medienwechsel mit MM supplementiert mit 
den Wachstumsfaktoren TGF-β1 und BMP-4 behandelt. Am Tag 25 erfolgte die quantitative Bestimmung der 
Kalzium- und Phosphatakkumulation. (MW±SD, N=3; ***…p<0,005) 
 
4.4.2 Bedeutung von Erk1/2 für die Mineralisierung von Osteoblasten 
Die RCA wurden ab Kulturtag vier mit Mineralmedium, dem der MEK-Inhibitor 
PD98059 sowie TGF-β1 bzw. BMP-4 zugegeben wurde, kultiviert. Am Tag 25 erfolgte die 
quantitative Bestimmung der Mineralisierung. 
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Abbildung 4-16 Bestimmung der zellulären Kalzium- u nd Phosphatakkumulation 
Die Osteoblasten wurden ab Kulturtag 4 und bei jedem weiteren Medienwechsel mit MM supplementiert mit 
TGF-β1 oder BMP-4 sowie dem MEK-Inhibitor PD98059 (PD) behandelt. Am Tag 25 erfolgte die quantitative 
Bestimmung der Kalzium- und Phosphatakkumulation. (MW±SD, N=3; *…p<0,05, **…p<0,01, ***…p<0,005) 
 
RCA zeigten nach Behandlung mit PD98059 über die gesamte Kulturdauer eine 
um etwa 55 % reduzierte Kalzium- und Phosphatabscheidung im Vergleich zur Kontrolle 
(Abbildung 4-16). Die Behandlung der Zellen mit PD98059 und TGF-β1 gleichzeitig 
resultierte in einer fehlenden Akkumulation von sowohl Kalzium als auch Phosphat. Nach 
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der Inkubation mit PD98059 und BMP-4 gleichzeitig wurde eine Reduktion der Kalzium- 
und Phosphatakkumulation um etwa 50 % im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle 
beobachtet. Im Vergleich zur nur mit PD98059 behandelten Kontrolle wurde eine 
Erhöhung der Kalziumakkumulation um etwa 20 % detektiert. Die Phosphatakkumulation 
änderte sich kaum. 
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5 Diskussion 
5.1 Einfluss von Transforming growth factor- β1 und Bone 
morphogenetic protein-4 auf die Phosphorylierung un d 
Aktivierung von Kinasen in Ratten-Calvaria-Osteobla sten 
5.1.1 Bedeutung während der Proliferationsphase 
Erk1 (p44 MAPK) und Erk2 (p42 MAPK) sind die beiden Hauptvertreter der 
extrazellulären signalregulierten Kinasen (ERK), ihrerseits Mitglieder der Superfamilie der 
mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK). Sie spielen in der Zellproliferation und 
Differenzierung eine wichtige, Zelltyp spezifische Rolle. Die Zellantwort auf TGF-β und 
BMP ist abhängig vom Differenzierungsstadium der Zellen und kann von Zelltyp zu Zelltyp 
divergieren (Moses und Serra, 1996). TGF-β1 fördert die Proliferation von Myoblasten 
ähnlichen Zellen (Rosenbaum et al., 1995; Gressner, 1995; Pinzani, 1995; Pinzani et al., 
1995; Casini et al., 1993) und von hepatischen Stellatzellen in vivo (Battegay et al., 1990; 
Win et al., 1993; Rosenbaum et al., 1995). Die eigenen Ergebnisse zeigten, dass in 
primären Ratten-Calvaria-Osteoblasten (RCA) die Behandlung mit TGF-β1 2 bis 4 h nach 
Zugabe eine starke Erk1/2- sowie 1 h nach Zugabe eine Smad2-Phosphorylierung 
induzierte. Die Phosphorylierung von Smad1 dagegen wurde 1 h nach Zugabe nur 
geringfügig erhöht. Die Aktivierung der MAPK und Smad2 in einer frühen Phase durch 
TGF-β1 könnte in RCAs proliferationsfördernde Transkriptionsfaktoren aktivieren und die 
Synthese entsprechender Proteine unterstützen. 
Auch BMPs führen zu einer Stimulation der Proliferation von C26-Zellen, einer 
Osteoblasten ähnlichen Zelllinie aus Ratten (Yamaguchi et al., 1991). In dieser Arbeit 
wurde gezeigt, dass nach Behandlung der Osteoblasten mit BMP-4 weniger 
phosphorylierte MAPK detektiert wurde, dass Smad1 bereits 1 h nach Zugabe eine starke 
und lang anhaltende Aktivierung zeigte und dass für Smad2 keine phosphorylierte Form 
des Proteins nachgewiesen werden konnte. Die proliferationsfördernde Wirkung von 
BMP-4 scheint durch die Phosphorylierung von Smad1 determiniert worden zu sein. 
Diese Aussage stimmt mit der von Yoshida et al. (2000) postulierten Meinung überein. 
Nach Stimulation mit beiden Wachstumsfaktoren gleichzeitig überwogen die 
TGF-β1-Effekte – erhöhte Phosphorylierung der MAPK und von Smad2 und eine geringe 
und kurze Induktion der Phosphorylierung von Smad1. Dieser Effekt könnte durch 
Kommunikation zwischen den Signalwegen hervorgerufen worden sein (Abbildung 5-1). 
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Abbildung 5-1 Schematische Darstellung der Kommunik ation zwischen den einzelnen 
Signalwegen 
Die Weitergabe des BMP-Signals erfolgt über die regulatorischen Smad1/5/8, die einen Komplex mit dem co-
Smad4 bilden und so das Signal in den Kern weitergeben. TGF-β-Signale werden über Smad2/3 in den Kern 
transloziert. Dabei erleichtert SARA (Smad anchor for receptor activation) die Bindung von Smad2/3 an den 
Rezeptor. Die inhibitorischen Smad6/7 wirken auf die beiden Signalkaskaden hemmend, indem sie die 
Rezeptorbindungsstelle besetzen. Weiterhin kann die Signalweitergabe über die MAP Kinase (Erk1/2) 
erfolgen, wobei die phosphorylierte MAPK einen inhibitorischen Effekt auf beide Smad-Signalwege ausübt. 
M – Membran, C – Zytoplasma, N – Nukleus (nach www.genome.ad.jp) 
 
In Vertebraten ist bekannt, dass TGF-β1-Signale über den Smad2-Weg und 
BMP-4-Signale über den Smad1-Weg weitergegeben werden (Massagué und Wotton, 
2000). In der vorliegenden Arbeit konnte diese Aussage auch für primäre RCA 
nachgewiesen werden. 
 
5.1.2 Einfluss während der Differenzierungs- und Mi neralisierungsphase 
Bei RCAs führte die Behandlung mit MM (Mineralisationsmedium) zu einer 
Induktion der MAPK-Aktivität an Tag 11 bis 15. Die Stimulation der Zellen mit TGF-β1 
einmalig am Tag 4 führte zu einer Induktion der Aktivität der MAPK an Tag 8. Im weiteren 
Verlauf der Untersuchung wurde ein weiteres Maximum an Tag 18 detektiert. Hierbei 
ähnelt der Verlauf der MAPK-Aktivität dem der Kontrolle, verschoben um etwa vier Tage. 
Die Behandlung über die gesamte Kulturdauer von 29 Tagen führte ebenfalls zu einem 
ersten Maximum an Tag 8 (also 4 Tage nach Stimulation) und zu einem zweiten 
Maximum an Tag 15. 
Nach der einmaligen Behandlung der Zellen mit BMP-4 wurde – wie auch in der 
Kontrolle – ein Maximum an Tag 15 und an Tag 22 detektiert. Bei einer stetigen 
Behandlung mit BMP-4 zeigten die Zellen zunächst einen Anstieg der Erk1/2-Aktivität bis 
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Tag 8, eine Reduktion der Aktivität am Tag 11 und schließlich ein Maximum am Tag 18. In 
Abbildung 5-2 sind die Aktivitätsverläufe der Erk1/2 nach den unterschiedlichen 
Behandlungen übersichtlich dargestellt. 
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Abbildung 5-2 Zusammenfassung und schematische Dars tellung der Erk1/2-Aktivitäts-
verläufe. 
Der Verlauf der Aktivierung der Erk1/2 nach unterschiedlicher Behandlung wurde hier graphisch und stark 
vereinfacht dargestellt. Dabei blieben quantitative Unterschiede innerhalb eines Graphs und im Vergleich zur 
Kontrolle ohne Berücksichtigung. 
(e) einmalige Behandlung, (p) permanente Behandlung (Zugabe bei jedem Medienwechsel) 
 
TGF-β1 wirkt in einigen Zellen inhibierend auf die Differenzierung der Zellen, 
wie z. B. auf Osteoblasten im frühen Differenzierungsstadium (Centrella et al., 1995), 
während BMP-2 und 7 die Osteoblasten-Differenzierung induzieren können (Piccolo et al., 
1996). Werden diese Aussagen mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit verglichen, 
könnte eine späte Aktivierung durch BMP-4 am Tag 18 bzw. 22 eher förderlich für die 
Differenzierung bzw. Mineralisierung der primären RCA sein, während eine frühe 
Aktivierung der MAPK am Tag 8 durch TGF-β1 inhibierend auf die Differenzierung der 
RCA wirkt. Diese inhibierende Wirkung der frühen Erk1/2-Aktivität könnte so nachhaltig 
sein, dass die spätere Aktivierung der Erk1/2 durch TGF-β1 am Tag 15 bzw. 18 nicht 
mehr positiv in die Differenzierung und Mineralisierung eingreifen könnte (siehe weitere 
Ergebnisse). 
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5.2 Bedeutung von Transforming growth factor- β1 und Bone 
morphogenetic protein-4 für die Differenzierung von  
Ratten-Calvaria-Osteoblasten 
Während der Differenzierung von Osteoblasten findet eine Induktion der 
Aktivität der alkalischen Phosphatase (ALP) statt. TGF-β1 bewirkte in RCA eine 
signifikante Reduktion der ALP-Aktivität, was auf seine inhibitorische Wirkung auf die 
Osteoblastendifferenzierung hinweist. BMP-4 wirkte stimulierend auf die Aktivität der ALP 
in RCA. Das ist ein Hinweis auf seine Fähigkeit, die Differenzierung von Osteoblasten zu 
fördern. Bei der Inkubation der Zellen mit beiden Wachstumsfaktoren gleichzeitig überwog 
der TGF-β1-Effekt, d. h. die Aktivität der ALP war reduziert. Dieser Effekt war nicht so 
stark ausgeprägt, wie mit TGF-β1 allein. 
Nach mehrmaliger Stimulation der RCA mit den Wachstumsfaktoren konnten 
stärkere Effekte beobachtet werden als nach einmaliger Behandlung, was darauf hinweist, 
dass es zu einer möglichen Auswaschung der Effekte bei einmaliger Behandlung kommt. 
Dennoch zeigte bereits die einmalige Behandlung nachhaltige Effekte auf die Aktivität der 
ALP. 
Die Ergebnisse der Aktivitätsbestimmung konnten zytochemisch durch Färbung 
aktiver ALP verifiziert werden. Die Ergebnisse der RNA-Analyse geben außerdem einen 
eindeutigen Hinweis darauf, dass in Anwesenheit von TGF-β1 und BMP-4 die 
Transkription der ALP-mRNA signifikant reduziert bzw. erhöht ist. Die unterschiedlichen 
Enzymaktivitäten resultieren also nicht nur aus einer verminderten oder verstärkten 
Aktivierung der ALP, sondern auch aus einer verminderten bzw. verstärkten Expression 
des ALP-Gens. 
Die Überlagerung der BMP-4-Effekte durch die TGF-β1-Effekte deuten darauf 
hin, dass eine zeitlich korrekte Gabe der Wachstumsfaktoren zu den Zellen von großer 
Bedeutung ist. Von Bubnoff und Cho (2001) zeigten auf, dass Erk1 den BMP-induzierten 
Smad1/5-Weg hemmt und den TGF-β-induzierten Smad2/3-Weg durch Inhibierung von 
Calmodulin indirekt fördert. Werden die eigenen Ergebnisse mit dieser Literatur und mit 
den Beobachtungen von 5.1.2 verglichen, könnte der dominante TGF-β-Effekt durch die 
frühe Aktivierung der MAPK am Tag 8 und deren negativen Regulation des BMP-
Smad1/5-Weges erklärt werden. 
Weiterhin könnte sich die Reduktion der Erk1/2-Aktivität am Tag 11 nach 
dauerhafter Behandlung mit BMP-4 positiv auf die Aktivität der ALP ausgewirkt haben. 
Nach Bubnoff und Cho (2001) würde diese Reduktion der Erk1/2-Aktivität den negativen 
Effekt von Erk1/2 auf den BMP-4-induzierten Smad1/5-Weg negieren. 
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Abbildung 5-3 Kommunikation zwischen verschiedenen Signalwegen und deren gegen-
seitige positive und negative Beeinflussung. 
Die Interaktionen zwischen den Signalwegen wurde hier in stark vereinfachter Form dargestellt. Es konnte in 
dieser Arbeit gezeigt werden, dass TGF-β1-Signale über den Smad2-Weg und BMP-4-Signale über den 
Smad1-Weg weitergegeben werden. Außerdem wurde Erk1/2 zu frühen Zeitpunkten durch TGF-β1 und zu 
späten Zeitpunkten durch BMP-4 aktiviert. Die Ergebnisse nach gleichzeitiger Behandlung mit beiden 
Wachstumsfaktoren deuten darauf hin, dass die Erhöhung der ALP-Aktivität und des extrazellulären Kalzium- 
und Phosphatgehaltes durch BMP-4 durch die TGF-β1-induzierte Phosphorylierung von Smad2 und Erk1/2 
inhibiert wird. 
 
5.3 Bedeutung von Erk1/2, Smad1 und Smad2 für die 
alkalische Phosphatase in Ratten-Calvaria-Osteoblas ten 
5.3.1 Extrazelluläre Signal regulierte Kinase 1 und  2 
PD98059 ist ein selektiver und zellpermeabler Inhibitor der MEK, einer 
vorgeschalteten Kinase von Erk1/2. Durch Zugabe des Inhibitors wird die Aktivierung der 
MEK blockiert, wodurch die Phosphorylierung und Aktivierung der Erk1/2 und die weitere 
Signalweitergabe gehemmt wird (Abbildung 5-4). 
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Behandlung der Zellen mit dem 
Inhibitor PD98059 zu einer Erhöhung der ALP-Aktivität im Vergleich zur unbehandelten 
Kontrolle führte. Dies legt die Vermutung nahe, dass die ALP-Aktivität Erk1/2-abhängig 
unterdrückt wird. In Kombination mit TGF-β1 führte die Behandlung mit dem Inhibitor 
ebenfalls zu einer signifikanten Reduktion der Aktivität. In Verbindung mit BMP-4 konnte 
die Aktivität der ALP sogar noch weiter gesteigert werden. Diese Ergebnisse weisen 
darauf hin, dass die TGF-β1-induzierte Hemmung der ALP-Aktivität Erk1/2-unabhängig 
erfolgt, während die BMP-4-induzierte Aktivierung der ALP Erk1/2-abhängig ist. 
 
Diskussion 
57 
Ausgangssituation 
Situation nach Behandlung mit dem MEK-
Inhibitor PD98059 
  
Situation nach Transfektion mit siRNA 
homolog zur Erk1-mRNA 
Situation nach Transfektion mit siRNA 
homolog zur Erk2-mRNA 
  
Abbildung 5-4 Schematische Darstellung des Einfluss es von PD98059 und siRNA homolog 
zu erk1  und erk2  auf die Signalweitergabe über p42/p44 MAPK in den Kern 
In RCA erfolgt die Signalweitergabe über eine Kinasekaskade. Die Ras/Raf-Kinase phosphoryliert die MEK, 
die vorgeschaltete Kinase von Erk1/2, die das Signal in den Nukleus translozieren. Unter Einfluss des 
Inhibitors PD98059 wird die Signalweitergabe von MEK auf Erk1/2 unterbrochen und es erfolgt keine 
Signalweitergabe in den Kern. Nach Transfektion der siRNA wird der Gehalt von Erk1 bzw. Erk2 gemindert. 
Es stehen weniger Moleküle für die Signalweitergabe in den Kern zur Verfügung, wodurch diese reduziert, 
nicht aber vollständig unterbunden wird. 
 
Nach gleichzeitiger Behandlung der Zellen mit dem Inhibitor PD98059 und 
beiden Wachstumsfaktoren konnte eine Erhöhung der Aktivität der ALP im Vergleich zur 
unbehandelten Kontrolle beobachtet werden. Der dominierende BMP-4-Effekt kann auch 
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mit dem Modell von Bubnoff und Cho (2001) erklärt werden. Die negative Regulation des 
Smad1/5-Weges durch Erk1/2 entfällt nach Behandlung mit dem Inhibitor. Somit könnte 
der nicht mehr unterdrückte BMP-4-Weg die ALP stärker aktivieren und den Erk1/2-
unabhängigen TGF-β1-induzierten Effekt überlagern. 
 
Da Inhibitoren einen gravierenden Eingriff in das Gleichgewicht der Zelle 
bedeuten können, sollte der Proteingehalt von Erk1/2 herunterreguliert werden. Dafür 
wurden small interference (si) RNAs verwendet. siRNAs sind kurze (21 bp) 
doppelsträngige RNA-Moleküle, die in Zellen transfiziert werden und die spezifisch an die 
homologe mRNA binden und so deren Abbau einleiten. 
Auf diesem Weg wurde ein knock down für Erk1 und Erk2 erzielt, der auf RNA- 
und Proteinebene nachgewiesen wurde. Der knock down auf mRNA-Ebene, der zum Teil 
bei 60 % liegt (Erk2), könnte auf eine sehr stabile oder häufig transkribierte mRNA 
hinweisen. Das heißt, die siRNA bindet an die zum Zeitpunkt der Transfektion in der Zelle 
vorliegenden mRNA-Moleküle und führt diese dem Abbau zu. Zum einen könnte die 
siRNA-Konzentration zu gering sein, um nachfolgende transkribierte mRNA-Moleküle zu 
binden und so dem Abbau zu zuführen. Zum anderen könnte die Stabilität der siRNA-
Moleküle limitierend auf den knock down wirken. Der zum Teil geringe knock down auf 
Proteinebene könnte durch eine lange Halbwertszeit der Proteine verursacht worden sein. 
Während die siRNA die mRNA dem Abbau zuführt und so die weitere Bildung von Protein 
reduziert, wirken die zu früheren Zeitpunkten (z. B. vor der Transfektion) synthetisierten 
Proteine für den Rest ihrer Lebensdauer und ihre Konzentration wird erst im weiteren 
Verlauf der Kulturdauer merklich verringert. 
Weiterhin zeigten die eigenen Ergebnisse, dass der knock down der Proteine 
Erk1 und Erk2 durch Transfektion homologer siRNA zu einer Reduktion der Aktivität der 
ALP in RCA führt. Damit geben sie einen Hinweis darauf, dass die ALP von diesen 
Signalwegen – sei es durch Reduktion der Transkription oder der Aktivierung – beeinflusst 
wird. 
Nach der Transfektion mit Erk1- bzw. Erk2-siRNA wurde eine Reduktion der 
ALP beobachtet, wogegen mit PD98059 eine Erhöhung der ALP-Aktivität detektiert 
wurde. Während PD98059 die Aktivierung von Erk1/2 verhindert, führt die Transfektion 
der siRNA dazu, dass der Gehalt des homologen Proteins reduziert wird (Abbildung 5-4). 
Nach Transfektion der Erk1-siRNA existiert ein geringerer Anteil des Erk1-Proteins, der 
nun mit dem viel größeren Anteil des Erk2-Proteins die Aufgabe der p42/p44 MAPK 
übernimmt. Das heißt, sowohl der geringe Anteil an Erk1 als auch der unveränderte Anteil 
an Erk2 können von der MEK phosphoryliert werden. Dieser Sachverhalt gilt nach der 
Transfektion von Erk2-siRNA entsprechend. Das Ergebnis der Kotransfektion von Erk1- 
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und Erk2-siRNA zeigt, dass auch die gleichzeitige Herunterregulierung beider Proteine zu 
einer Reduktion der ALP-Aktivität führt. Die Reduktion der ALP-Aktivität nach Transfektion 
von Erk1- bzw. Erk2-siRNA impliziert, dass Erk1/2 wichtig für die Differenzierung der 
Osteoblasten ist. Lai et al. (2001) exprimierte ein dominant negatives Erk1-Protein in 
humanen osteoblastischen Zellen und beobachtete eine reduzierte ALP-Aktivität. Die 
eigenen Ergebnisse der siRNA-Transfektion untermauern die mit dem Inhibitor PD98059 
gewonnen Resultate und zeigen auf, dass die TGF-β1-induzierte Reduktion der ALP-
Aktivität Erk1/2-unabhängig ist, während die BMP-4-induzierte Erhöhung der ALP-Aktivität 
Erk1/2-abhängig wirkt. 
Offensichtlich greift die Hemmung der Erk1/2 durch den Inhibitor anders in die 
Signalübertragung der Zelle ein als der herunterregulierte Proteingehalt eines der beiden 
Proteine. Um auf gleicher Ebene wie der Inhibitor in die Signalkaskade eingreifen zu 
können, könnten die Zellen mit siRNA homolog zu Mek1 und Mek2 transfiziert werden, 
um sie dann auf die Aktivität der ALP zu untersuchen. Möglicherweise gibt es einen 
Unterschied in den Auswirkungen, je nachdem an welchem Punkt der Signalkaskade 
manipuliert wird. Zusätzlich könnten andere Inhibitoren wie U0126 (de Silva et al., 1998) 
oder Erk activation inhibiting peptid II (EAIP II) (Kelemen et al., 2002) verwendet werden, 
um die Bedeutung der Erk1/2 weiter zu untersuchen. Der Inhibitor U0126 verhindert die 
Weitergabe der Phosphorylierung von Mek1/2 auf Erk1/2, wobei Mek1/2 selbst 
phosphoryliert wird (im Gegensatz zu PD98059), EAIP II dagegen besetzt die 
Phosphorylierungsstelle von Erk1/2 und verhindert auf diese Weise, dass Mek1/2 die 
Phosphorylierung weitergeben kann. 
 
5.3.2 Smad1 und Smad2 
Für Smad1 und Smad2 standen keine Inhibitoren zur Verfügung. 
Nach der Transfektion von siRNA wurde ein knock down für Smad1 und Smad2 
erzielt, der auf RNA- und Proteinebene nachgewiesen wurde. Außerdem wurde eine 
signifikante Reduktion der ALP beobachtet. Deshalb scheinen auch Smad1 und Smad2 
für die Aktivierung der ALP wichtig zu sein. Auch bei gleichzeitiger Behandlung mit 
TGF-β1 wurde nach der Transfektion von Smad1/2-siRNA eine Reduktion der ALP-
Aktivität beobachtet. Das legt die Vermutung nahe, dass diese TGF-β1-induzierte 
Reduktion Smad1- und Smad2-unabhängig ist. Die BMP-4-induzierte Erhöhung der ALP-
Aktivität scheint dagegen auch Smad1- und Smad2-abhängig zu sein. Möglicherweise 
können die Zellen die Auswirkungen eines Ausfalls einer bestimmten Signalkaskade 
mindern, indem die Aufgabe durch andere Proteine/Kinasen übernommen werden kann. 
So könnte z. B. TGF-β1 bei Ausfall von Smad2 über Erk1/2 das Signal in den Nukleus 
Diskussion 
60 
translozieren. Durch eine Kotransfektion Erk1/2-/Smad2-siRNA könnte dieser Sachverhalt 
vielleicht untersucht werden. 
 
5.4 Mineralisation von Ratten-Calvaria-Osteoblasten  
5.4.1 Einfluss von Transforming growth factor- β1 und Bone morphogenetic 
protein-4 auf die Kalzium- und Phosphat-Akkumulatio n 
In der Mineralisationsphase scheiden Osteoblasten Phosphat und an 
Phospholipide gebundenes Kalzium in Form von Kalziumphosphat aus, welches 
außerhalb der Zelle als Hydroxylapatit akkumuliert wird und die mineralische Phase des 
Knochens bildet. In vitro kann der Grad der Mineralisierung der Zellen durch quantitative 
Analyse des zellassoziierten Kalziums und Phosphats bestimmt werden. 
Die eigenen Ergebnisse zeigten, dass die Osteoblasten nach der Behandlung 
mit TGF-β1 über die gesamte Kulturdauer (25 Tage) keine Bildung von zellassoziiertem 
Kalzium und Phosphat aufwiesen. Die Stimulation der Zellen mit BMP-4 führte im 
Vergleich zur Kontrolle zu einer Erhöhung der Kalzium- und Phosphatakkumulation. 
Es konnte nachgewiesen werden, dass TGF-β1 nicht nur die Aktivität der ALP 
und damit die Differenzierung der RCA, sondern auch die Mineralisierung der Zellen 
hemmt. BMP-4 dagegen fördert sowohl die Aktivität der alkalischen Phosphatase als auch 
die Mineralisierung der RCA. Da die ALP eine wichtige Voraussetzung für die Hydrolyse 
von Pyrophosphat und organischen Phosphatverbindungen ist und damit die 
extrazelluläre Phosphatakkumulation fördert, stimmen diese Ergebnisse sehr gut mit der 
Analyse der Enzymaktivität der ALP überein. 
Weiterhin konnte beobachtet werden, dass bei Zugabe von beiden 
Wachstumsfaktoren wiederum die TGF-β1-Effekte dominanter waren. Die Hemmung der 
Mineralisierung durch TGF-β1 ist wesentlich stärker als die Stimulation der 
Mineralisierung der RCA durch BMP-4. Das kann bereits in sehr frühen Phasen der 
Proliferation und Differenzierung durch Aktivierung bzw. Deaktivierung von Kinasen und 
Enzymen bestimmt worden sein. 
 
5.4.2 Bedeutung von Erk1/2 für die Mineralisation d er Osteoblasten 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die RCA nach der 
Behandlung mit dem Erk1/2-Inhibitor PD98059 über die gesamte Kulturdauer von 25 
Tagen eine reduzierte Kalzium- und Phosphatakkumulation aufwiesen. Bei zusätzlicher 
Behandlung mit TGF-β1 blieb die Akkumulation von Kalzium und Phosphat aus. Nach 
gleichzeitiger Behandlung mit BMP-4 und dem Inhibitor PD98059 wurde im Vergleich zur 
Kontrolle mit Inhibitor eine Erhöhung, im Vergleich mit der unbehandelten Kontrolle sogar 
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eine Reduktion der Akkumulation von Kalzium und Phosphat beobachtet. Diese 
Ergebnisse zeigen, dass Erk1/2 förderlich für die Mineralisierung von Osteoblasten ist. Da 
die Aktivität der ALP nach Behandlung mit dem Inhibitor erhöht war, legt das die 
Vermutung nahe, dass die Mineralisierung nicht durch die ALP allein determiniert wird. 
Die Ergebnisse geben weiterhin Hinweise darauf, dass die TGF-β1-induzierte 
Hemmung der Mineralisierung wie auch schon die Hemmung der ALP-Aktivität Erk1/2-
unabhängig ist, während die BMP-4-induzierte Erhöhung der Akkumulation von Kalzium 
und Phosphat Erk1/2-abhängig reguliert wird. Genauso wie eine frühe Aktivierung von 
Erk1/2 durch TGF-β1 hemmend auf die Differenzierung (ALP) von Osteoblasten wirkt, 
scheint eine später Aktivierung von Erk1/2 förderlich für die Mineralisierung der 
Osteoblasten zu sein. 
Die Auswirkungen der Transfektion von siRNA homolog zu Erk1/2 auf die 
Mineralisierung der Osteoblasten konnte nicht untersucht werden. Die dauerhafte 
Transfektion der Zellen über die gesamte Kulturdauer war nicht möglich, weil das 
verwendete Transfektionsreagenz toxisch für die Zellen ist. 
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6 Zusammenfassung 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten folgende Erkenntnisse gewonnen 
werden: 
Die Stimulation mit TGF-β1 führte zu einer schnellen und starken Aktivierung 
der Erk1/2, sowie zu einer Phosphorylierung von Smad2. TGF-β1 zeigte kaum einen 
Einfluss auf die Phosphorylierung von Smad1. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die 
Zellen nach der Stimulation mit BMP-4 kaum eine Phosphorylierung der Erk1/2 und keine 
Phosphorylierung von Smad2 aufwiesen. Dagegen wiesen die Zellen eine starke 
Phosphorylierung von Smad1 auf. Damit konnten die in der Literatur postulierten 
Aussagen über die Aktivierung von Smad2 durch TGF-β1 und die Aktivierung von Smad1 
durch BMP-4 auch in RCA gezeigt werden. 
 
Die Untersuchungen der Expression und Aktivität der alkalischen Phosphatase 
ergaben, dass nach der Stimulation mit TGF-β1 sowohl der mRNA-Gehalt als auch die 
Aktivität der ALP inhibiert war. Die Stimulation mit BMP-4 führte zu einer Erhöhung des 
mRNA-Gehaltes und auch der Aktivität der ALP in RCA. Diese Resultate weisen darauf 
hin, dass TGF-β1 inhibierend und BMP-4 stimulierend auf die Differenzierung der RCA 
wirkt. 
 
Versuche mit dem Inhibitor PD98059 weisen weiterhin darauf hin, dass 
phosphorylierte Erk1/2 einen inhibitorischen Effekt auf die ALP ausüben. Die Ergebnisse 
nach gleichzeitiger Behandlung der Zellen mit PD98059 sowie TGF-β1 bzw. BMP-4 legen 
die Vermutung nahe, dass die TGF-β1-induzierte Reduktion der ALP-Aktivität Erk1/2-
unabhängig und die BMP-4-induzierte Erhöhung der ALP-Aktivität Erk1/2-abhängig ist. 
 
Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass die Transfektion von siRNA 
einen knock down der homologen mRNA und des homologen Proteins zur Folge hat. Eine 
anschließende Bestimmung der ALP-Aktivität weist darauf hin, dass sowohl Erk1 und 
Erk2 als auch Smad1 und Smad2 für die Aktivität der ALP von Bedeutung ist. Mit Hilfe der 
Erk1- und Erk2-siRNA konnten die Ergebnisse unter Verwendung des Inhibitors PD98059 
nicht reproduziert werden, was möglicherweise durch den unterschiedlichen Angriffspunkt 
in der Signalkaskade determiniert wurde. Auch mittels siRNA konnte beobachtet werden, 
dass die TGF-β1-induzierte Reduktion der ALP-Aktivität Erk1/2-unabhängig und die BMP-
4-induzierte Erhöhung der ALP-Aktivität Erk1/2-abhängig ist. 
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Die Bestimmung des zellassoziierten Kalziums und Phosphats ergab, dass 
durch die Gabe von TGF-β1 eine extrazelluläre Anreicherung von Kalzium und Phosphat 
und damit die Mineralisierung der Zellen verhindert wird. Die Stimulation mit BMP-4 führte 
zu einer Erhöhung der Kalzium- und Phosphatkonzentration, was darauf hinweist, dass 
BMP-4 die Mineralisierung von Osteoblasten fördert. Die Hemmung der Erk1/2-
Phosphorylierung führte entgegen der Annahme zu einer Reduktion in der Kalzium- und 
Phosphatakkumulation. Außerdem deuten die Ergebnisse darauf hin, dass das TGF-β1-
induzierte Fehlen der Kalzium- und Phosphatakkumulation wiederum Erk1/2-unabhängig 
ist, während die BMP-4-induzierte Erhöhung der Mineralisierung Erk1/2-abhängig ist. 
 
Bei allen Untersuchungen konnte beobachtet werden, dass bei einer 
gleichzeitigen Behandlung mit beiden Wachstumsfaktoren, die TGF-β1-Effekte 
dominanter waren als die BMP-4-Effekte. Das ist ein Hinweis darauf, dass auf eine zeitlich 
korrekte Gabe hinsichtlich der Wirkung der Wachstumsfaktoren auf die Zellen geachtet 
werden muss. So sollte in frühen Phasen die proliferationsfördernde Wirkung von TGF-β1 
genutzt werden, während eine Gabe von BMP-4 in späteren Phasen die Differenzierung 
und Mineralisierung von Osteoblasten begünstigt. 
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